1H-kemiallisen siirtymän 4D-mallinnus proteiineille by Lehtivarjo, Juuso
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
1H-kemiallisen siirtymän 4D-mallinnus proteiineille 
 
 
 
 
 
 
 
Juuso Lehtivarjo 
Pro Gradu -tutkielma 
Biokemian koulutusohjelma 
Kuopion Yliopisto 
Biotieteiden laitos 
toukokuu 2008 
 
 
2 
 
KUOPION YLIOPISTO, Luonnontieteiden ja ympäristötieteiden tiedekunta 
Biokemian koulutusohjelma 
Biotieteellisen kemian linja 
LEHTIVARJO JUUSO: 1H-kemiallisen siirtymän 4D-mallinnus proteiineille  
Pro Gradu-tutkielma, 100 sivua 
Ohjaajat:  Professori Reino Laatikainen 
Dosentti Mikael Peräkylä 
FM Tommi Hassinen 
FM Pasi Soininen 
Toukokuu 2008 
Avainsanat: NMR, kemiallisen siirtymän mallinnus, protoni, proteiini, molekyylidynamiikka 
 
 
NMR-spektroskopia on tärkeä menetelmä proteiinien rakenteita ja niiden liuoksessa 
tapahtuvia ilmiöitä tutkittaessa. Perinteisesti tutkimukseen on käytetty NOE- ja 
kytkentävakioinformaatiota. Myös kemialliset siirtymät sisältävät paljon informaatiota 
proteiinien 3D-rakenteesta, mutta siirtymien ja rakenteen välinen suhde on huonosti tunnettu 
ja monimutkainen. Proteiinien kemiallisen siirtymän prediktio pyrkii selvittämään tätä 
suhdetta ja toimimaan proteiinien NMR-spektroskopian apuvälineenä niin signaalien 
assignoinnissa, rakenteiden hienosäädössä ja määrittämisessä sekä muissa sovellutuksissa, 
kuten proteiini-ligandi-vuorovaikutusten tutkimisessa.  
Tässä työssä käytettiin proteiinien 1H-kemiallisten siirtymien prediktioon empiiristä 
molekylaarisiin deskriptoreihin perustuvaa menetelmää. Koska proteiinit ovat 
liuosolosuhteissa joustavia rakenteita, otettiin niiden liike prediktioon mukaan neljäntenä 
ulottuvuutena. Proteiinien liikkeen sekä liuottimen vaikutuksen huomioiminen eksplisiittistä 
liuotinmallia käyttäen ovat uusia ominaisuuksia muihin prediktiomenetelmiin verrattuna. 
 
Prediktiota varten rakennettiin 29 proteiinin (>12 000 1H-siirtymän) tietokanta julkisesti 
saatavilla olevista kemiallisista siirtymistä ja 3D-rakenteista. Proteiinien liikkeiden 
mallittamiseksi kullekin tietokannan proteiinille tehtiin 150 ps molekyylidynamiikkalasku 
AMBER-molekyylidynamiikkaohjelmalla. PERCH-NMR-ohjelmiston pienille molekyyleille 
tarkoitettu prediktio-ohjelma muunnettiin toimimaan proteiinimalleilla. Tällä ohjelmalla 
muodostettiin proteiinimalleista joukko molekylaarisia deskriptoreja, kuten torsiokulma-, 
anisotropia- tai solvataatiotermejä, kuvaamaan protonien kemiallista ympäristöä. Siirtymän 
riippuvuus näistä deskriptoreista ratkaisiin pääkomponenttianalyysilla (PCA) ja sen 
muunnelmilla sekä k Nearest Neighbors -menetelmällä. 
 
Prediktiomenetelmä saavutti validoidun RMS-virheen 0,26 ppm kaikille 1H-siirtymille, 
0,22 ppm 1Hα-siirtymille ja 0,33 ppm 1HN-siirtymille, kun 6,5 % huonoimmista prediktioista 
oletettiin johtuvan rakennemallien epätarkkuuksista ja jätettiin mallin ulkopuolelle. Tulos oli 
kilpailukykyinen muiden viimeaikoina julkaistujen prediktiomenetelmien kanssa. 
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NMR-spectroscopy is an important method for studying protein structures and their 
phenomenons in liquid phase. Traditionally, studies are based on NOE- and coupling constant 
information. Chemical shifts contain large amount of information about protein 3D-structure 
too, but the relationship between shifts and protein structure is poorly known or complicated. 
Protein chemical shift prediction tries to elucidate this relationship. Moreover, it aims to be a 
tool for NMR-spectroscopy in signal assignment, structure refinement and determination, and 
other applications, such as protein-ligand interaction studies.  
In this study, an empirical method based on molecular descriptors was used for protein 1H 
chemical shifts. Since proteins are flexible structures in liquid phase, their motions were 
included in prediction method as a ‘fourth dimension’, Using protein motions, as well as 
solvent effects by explicit solvent modeling, are novel properties in protein chemical shift 
prediction. 
For the chemical shift prediction, a database consisting 29 protein models (> 12 000 1H 
chemical shifts) was built from public protein structure and chemical shift databanks. To 
model protein motions in liquid phase, 150 ps molecular dynamics simulation was calculated 
for each protein model in AMBER program. The PERCH NMR predictor for small molecules 
was modified to work with these protein models. The predictor was used to build a number of 
molecular descriptors, such as torsion angle, anisotropy and solvation terms, to describe the 
chemical environment of each proton.  The dependency of chemical shifts from these 
descriptors was solved by principal component analysis (PCA) and k Nearest Neighbors 
method. 
 
The prediction method achieved validated RMS error of 0,26 ppm for all 1H chemical shifts, 
0,22 ppm for 1Hα shifts and 0,33 ppm for 1HN shifts, when 6,5 % of worst predictions were 
assumed to be caused by inaccuracies in protein models, and therefore left outside of the 
prediction model. PERCH seemed to be able to compete well with other recently published 
prediction methods. 
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1. JOHDANTO 
 
NMR-spektroskopia on tärkeä menetelmä proteiinien rakenteita tutkittaessa: noin 15 % 
uusista proteiinimalleista määritetään sen avulla. Verrattuna yleisimpään proteiinien 
rakennemääritysmenetelmään, röntgenkristallografiaan, NMR-menetelmien etuna on 
rakennemäärityksen tapahtuminen liuoksessa, joka vastaa paremmin proteiinien oikeaa 
biologista ympäristöä. Tämän vuoksi sen avulla voidaan tutkia myös proteiinien sitoutumista, 
sen liikkeitä tai muita liuoksessa tapahtuvia ilmiöitä, joihin röntgenkristallografia ei sovellu.  
Kemialliset siirtymät eli NMR-signaalien paikat spektrissä ovat helpoiten spektreistä saatavia 
parametreja. Protonien siirtymät ovat vieläpä nopeasti mitattavissa. Proteiineissa suurin osa 
kemiallisiin siirtymiin kohdistuvista vaikutuksista riippuu proteiinin laskostumisesta eli sen 
sekundääri- ja tertiäärirakenteista. Rakenteen ja siirtymien välinen korrelaatio on kuitenkin 
vielä monin osin selvittämättä tai monimutkainen, minkä vuoksi siirtymiä käytetään 
rakennemääritysten apuna vielä melko vähän. Kemiallisen siirtymän prediktio eli mallinnus 
pyrkii osaltaan selvittämään mitkä rakennetekijät vaikuttavat siirtymiin milläkin tavoin. 
Pääasiallinen kemiallisen siirtymän prediktion tarkoitus on kuitenkin toimia apukeinona 
proteiinien rakennetutkimuksen eri vaiheissa ja sovelluksissa, kuten esimerkiksi signaalien 
assignoinnissa, rakenteiden hienosäädössä ja määrittämisessä sekä proteiini-ligandi-
vuorovaikutusten tai proteiinien liikkeiden tutkimisessa.  
Tässä opinnäytetyössä on PERCH-NMR-ohjelmiston empiirisiin molekylaarisiin 
deskriptoreihin perustuva kemiallisen siirtymän prediktio laajennettu toimimaan pienten 
molekyylien lisäksi myös proteiineilla. Olennaisena osana prediktiota on proteiinimalleille 
tehtävä molekyylidynamiikka, jolla pyritään kuvaamaan proteiinien liikkeitä ajan (neljännen 
ulottuvuuden) suhteen liuosolomuodossa. Itse prediktioalgoritmi perustuu 
pääkomponenttianalyysiin (PCA) erilaisine muunnelmineen sekä k Nearest Neighbors -
menetelmään. Tutkimuksen tavoitteista on kerrottu tarkemmin luvussa 4. 
Tämän opinnäytetyön kirjallisuuskatsaus käsittää luvut 2 ja 3. Luvussa 2. käsitellään 
proteiinien NMR-spektroskopiaa keskittyen prediktion kannalta tärkeisiin ominaisuuksiin ja 
sovelluksiin. Luvussa 3. käsitellään yleisemmät menetelmät kemiallisen siirtymän prediktioon 
proteiineille. Luku 5. esittelee tässä työssä käytetyn prediktiomenetelmän. Prediktion tulokset 
esitetään luvussa 6. ja tarkastellaan luvussa 7.  
9 
 
2. PROTEIINIEN NMR 
 
Tässä luvussa tarkastellaan ensin proteiinin ominaisuuksia NMR-spektroskopian kannalta. 
Seuraavaksi syvennytään proteiinin kemiallisiin siirtymiin sekä 3D-rakenteen niihin 
aiheuttamiin vaikutuksiin, jotka ovat prediktion kannalta tärkeitä ominaisuuksia. Tämän 
jälkeen käydään läpi tärkeimmät proteiinien NMR:n sovellukset, joista ensimmäinen on 
proteiinien 3D-rakenteen määritys. Lopuksi käsitellään proteiinien vuorovaikutusten (etenkin 
proteiini-ligandi-vuorovaikutusten) tutkiminen, joka on toinen tärkeä osa-alue proteiinien 
NMR:ssä.  
 
 
2.1 Proteiini NMR-systeeminä 
 
Proteiinien NMR-spektroskopia eroaa pienten molekyylien NMR-spektroskopiasta lähinnä 
vaikeammin tulkittavien spektrien takia. Erot spektreissä johtuvat pääasiassa proteiinien 
suuremmasta molekyylipainosta sekä peptidiketjurakenteen laskostumisen vaikutuksista. 
Tässä luvussa käsitellään proteiinien NMR:n erityispiirteitä sekä käydään läpi proteiinin 
atomien nimeäminen. 
 
Proteiinit ovat suurimpia NMR-spektroskopialla tutkittuja molekyylejä, jos ei oteta lukuun 
symmetrisiä polymeerejä. Tällä hetkellä suurin yksiketjuinen proteiini, jolle 3D-rakenne on 
NMR-spektroskopian avulla määritetty, on 732 aminohappoa (82 kDa) pitkä E. Colin 
malaattisyntaasi G (Tugarinov ym. 2005). Normaalisti NMR-spektroskopialla määritettävien 
proteiinien koot ovat alle 40 kDa. Suuret molekyylit käyttäytyvät NMR-kokeissa eri tavalla 
kuin pienet, mikä aiheuttaa tiettyjä ongelmia. Ensinnäkin resonanssien määrä kasvaa ja 
aiheuttaa päällekkäisiä spektrijuovia, mikä vaikeuttaa assignointia. Proteiinien 
epäsymmetriasta johtuen jokainen näistä spektrijuovista vastaa yleensä vain yhtä protonia tai 
metyyliryhmää, jolloin juovien havaitsemiseksi tarvitaan myös väkevä näyte. Toinen ongelma 
on hitaasta molekyylin pyörimisestä johtuva nopea T2-relaksaatio, joka aiheuttaa 
spektrijuovien levenemistä, jolloin ne näkyvät ja erottuvat toisistaan vieläkin huonommin 
(Foster ym. 2007). 
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Proteiinit ovat 3D-rakenteeltaan hyvin epäsymmetrisiä. Tästä seuraa niiden havaittaviin 
kemiallisiin siirtymiin huomattavia vaikutuksia, joista kerrotaan lisää luvussa 2.3. Sen sijaan 
kemiallisesti proteiinit ovat varsin symmetrisiä ja yksinkertaisia rakenteita: rakenneosina 
toimivia aminohappoja on vain 20 erilaista, niissä esiintyy vain neljää raskasta alkuainetta 
(hiili, typpi, happi ja rikki) ja ne liittyvät toisiinsa aina samalla tavalla, peptidisidoksella. 
Peptidisidoksesta on NMR-spektroskopian kannalta merkittävää hyötyä, sillä se eristää kaikki 
aminohapot toisistaan niin, että jokainen sivuketju muodostaa oman erillisen 1H-spin-
systeeminsä. Sopivilla NMR-menetelmillä, kuten COSY:lla (Correlation Spectroscopy, 1H-
1H-korrelaatiospektroskopia) tai TOCSY:lla (Total Correlation Spectroscopy, 
kokonaiskorrelaatiospektroskopia), voidaan näitä spin-systeemejä tarkastella kutakin erikseen. 
Jokainen aminohappo muodostaa vain yhden spin-systeemin lukuun ottamatta metioniinia 
sekä aromaattisia aminohappoja, joilla niitä on kaksi. Näistä yhteensä 25 mahdollisesta spin-
systeemistä 12 (glysiini, alaniini, valiini, leusiini, isoleusiini, threoniini ja lysiini sekä 
aromaattiset spin-systeemit ja metioniinin S-CH3) ovat yksiselitteisesti tunnistettavissa 
kytkentäpatteriensa perusteella esimerkiksi edellä mainituilla menetelmillä. Näiden lisäksi 
proteiineissa esiintyy kahdeksan AMX-systeemiä, kolme AM(PT)X-systeemiä ja kaksi 
A2(T2)MPX-systeemiä, joiden tunnistaminen spektristä vaatii kytkentäpatterien lisäksi 
muutakin NMR-informaatiota. Edellä mainitut seikat proteiinien spin-systeemeistä pätevät 
vain kun vaihtuvia protoneita ei oteta huomioon. Jos vaihtuvat protonit näkyvät spektrissä, 
kaikki spin-systeemit monimutkaistuvat proliinia lukuun ottamatta. Toisaalta tällöin myös 
arginiinin ja proliinin spin-systeemit voidaan erottaa toisistaan (Wüthrich 1986).  
 
Proteiineissa on suuri joukko vaihtuvia protoneita. Näitä ovat sekä pääketjun HN-protonit että 
sivuketjujen HN-, HO- ja HS-protonit. Näistä protoneista NMR-spektreissä yleensä 
havaittavissa ovat pääketjun ja sivuketjujen HN-protonit, kun lämpötila on 25 °C ja pH 
lievästi hapan. Proteiineissa vaihtuvien protonien vaihtonopeus voi olla muutamaa 
kertaluokkaa hitaampi pieniin molekyyleihin verrattuna, jos protoni on syvällä proteiinin 
sisällä. Tällöin myös muut vaihtuvat protonit voivat näkyä spektrissä (Wüthrich 1986).  
 
Proteiinien 3D-rakenteen määrittämisessä käytetään nykyään lähes poikkeuksetta 13C- ja 15N-
isotooppileimattuja proteiineja. Isotooppileimaus tehdään tuottamalla proteiinit bakteereissa 
käyttäen kasvatusmediumissa isotooppileimattuja prekursoreita, kuten 13C-glukoosia ja 15N-
ammoniumkloridia (Werner 2001). Suuria proteiineja tutkittaessa voidaan lisäksi käyttää 
deuterointia. Perdeuterointi eli täydellinen 2H-isotooppileimaus on keino poistaa molekyylistä 
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1H-spinit, jolloin myös spin-spin-relaksaatio hidastuu. Spektriin jäävät näkyviin ainoastaan 
vaihtuvat protonit, kun liuottimena käytetään H2O:ta. Mikäli tämä ei riitä esimerkiksi 
proteiinin 3D-rakennemäärityksen tarpeisiin, voidaan lisäksi protonoida selektiivisesti 
vaikkapa metyylisignaalit, jolloin NOE (Nuclear Overhauser Effect) -rajoitteita voidaan 
kerätä enemmän (Foster ym. 2007). Jos taas spektriä halutaan selkiyttää, voidaan esimerkiksi 
13C-isotooppileimaus kohdistaa vain Val, Leu ja Ile -aminohappojen metyyliryhmiin (Hajduk 
ym. 2000). Suurten proteiinien päällekkäisten signaalien poistamiseksi proteiini voidaan 
tuottaa osissa, joista vain osa, esimerkiksi yksi domeeni, isotooppileimataan. Osat voidaan 
liittää yhteen kokonaiseksi natiiviksi proteiiniksi, josta vain yhden domeenin juovat näkyvät 
spektrissä (Foster ym. 2007). 
 
Tärkeä edistysaskel suurten proteiinien NMR-tutkimuksessa oli TROSY (Transverse 
Relaxation-optimized Spectroscopy, poikittaisrelaksaatio-optimoitu spektroskopia, Pervushin 
ym. 1997). Kahden toisiinsa kytkeytyneen spinin (esim. peptidisidoksen N-H) 
relaksaationopeudet ovat erisuuret. Normaalit COSY- tai HSQC (Heteronuclear Single 
Quantum Coherence, heteroydinten välinen korrelaatiospektroskopia) -spektrit mitataan 
irtautettuina, jolloin spinien signaalit ja myös niiden relaksaatiosta johtuva juovanleveys 
keskiarvoistuvat. TROSY ottaa huomioon vain hitaammin relaksoituvan komponentin ja 
pienentää siten juovanleveyttä. TROSY:n pohjalta on kehitetty suuri joukko moniulotteisia 
NMR-menetelmiä suurille proteiineille (Foster ym. 2007). 
 
2.1.1 Nimeäminen 
 
Tämän työn kannalta proteiinin jokainen atomi tulee voida nimetä yksiselitteisesti. Tällaiseen 
nimeämiseen tarvitaan aminohappotähteen järjestysnumero, aminohapon tyyppi ja kyseisen 
atomin tyyppi ja paikka aminohapossa. IUPAC:in (International Union of Pure and Applied 
Chemistry suositusten (IUPAC 1998) mukaan aminohappotähteiden atomit nimetään 
seuraavasti: 
 
 
1. Pääketjun atomit nimetään käyttäen yhtä kirjainta: typpi on N, siihen kiinnittynyt vety 
H, karbonyylin hiili C ja karbonyylin happi O. Usein käytetään kuitenkin selvyyden 
vuoksi typen vedystä nimitystä HN, NH tai HN ja karbonyylin hiilestä CO, CO tai C´. 
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2. Sivuketjun painavat atomit, kuten myös niihin kiinnittyneet vedyt, nimetään käyttäen 
niiden kirjaimen perässä kreikkalaisia kirjaimia järjestyksessä α, β, γ, δ, ε (epsilon), ζ 
(zeta) ja η (eta). Mikäli kreikkalaisia kirjaimia ei voida käyttää esimerkiksi joissain 
tietokoneohjelmissa, käytetään vastaavasti kirjaimia A, B, G, D, E, Z ja H. 
 
3. Sivuketjun tai glysiinillä myös pääketjun prokiraalisten atomien nimeäminen eroaa 
yleisestä käytännöstä: pro-R ja pro-S -määritelmien sijaan käytetään numerointia. 
Tarkastellaan esimerkiksi sivuketjun hiiltä, jossa on kaksi prokiraalista vetyä. 
Painavimman alkuaineen sijaan etusijalle asetetaan atomi, joka on lähimpänä 
pääketjua (proliinilla lähimpänä α-hiiltä). Tämän jälkeen katsotaan kyseessä olevaa 
hiiltä siten, että etusijalla oleva atomi tulee katsojaa kohti. Lopuksi numeroidaan muut 
atomit myötäpäivään: painavin atomi saa numeron yksi ja vedyt järjestyksessä 
numerot kaksi ja kolme. 
 
4. Tasomaisten stereokemiallisten atomien E/Z-merkinnän sijaan käytetään cis- ja trans-
konformaatioille numerointia: cis vastaa numeroa yksi ja trans numeroa kaksi. 
Arginiinin typet nimetään suhteessa arginiinin Cδ-atomiin ja kaikki stereokemialliset 
vedyt suhteessa pääketjua lähimpänä olevaan raskaaseen atomiin. 
 
Esimerkkitapauksina nimeämisestä glutamiini (Gln) sekä erikoistapaukset glysiini (Gly) ja 
proliini (Pro) on esitetty kuvassa 2.1. 
 
 
 
Kuva 2.1. Esimerkkejä proteiinin atomien nimeämisestä: glutamiini (Gln), glysiini(Gly) ja proliini (Pro). 
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13 
 
Aminohapon pääketjun torsiokulmista (kuva 2.2) puhuttaessa tarkastellaan vain pääketjun 
atomeja eikä esimerkiksi karbonyylin happea. Torsiokulmilla on vakiintuneet symbolit: 
pääketjun Cα- ja N-atomien välisen torsiokulman (COi-1 – N – Cα – CO) symboli on Φ ja Cα- 
ja CO-atomien välisen kulman (N – Cα – CO – Ni+1) Ψ. Aminohapon peptidisidoksen 
torsiokulma on ω ja se määritellään kyseessä olevan ja sitä edeltävän aminohapon väliseksi 
(Cαi-1 – COi-1 – N – Cα). Sivuketjun torsiokulmia merkitään symbolilla χn, jossa n on kyseessä 
olevan sidoksen järjestysnumero. Ensimmäisen sivuketjun torsiokulman atomit ovat N – Cα – 
Cβ – X, ja siitä käytetään usein pelkkää merkintää χ ilman yläviitettä (IUPAC 1998). 
 
 
Kuva 2.2. Proteiinin torsiokulmat. 
 
Torsiokulman A-B-C-D arvo määritellään nollaksi, kun sitä katsotaan sidoksen B-C 
suuntaisesti ja sen päissä olevat atomit A ja D ovat kohdakkain. Kulman arvo määritellään 
positiiviseksi, kun takimmaista sidosta C-D pyöritetään myötäpäivään ja negatiiviseksi kun 
sitä pyöritetään vastapäivään. NMR-spektroskopiassa käytetään usein torsiokulmien alueista 
nimityksiä cis (0° ± 30°), trans (180° ± 30°), +gauche (60° ± 30°) ja -gauche (-60° ± 30°) 
(IUPAC 1998). 
 
2.2 Proteiinien kemialliset siirtymät 
 
Satunnaislaskostuman siirtymät (Random coil shifts) ovat aminohappojen siirtymille 
määritettyjä perusarvoja. Siirtymät on yleensä määritetty lyhyissä, esim. GGXGG-tyyppisissä 
peptideissä (G = glysiini ja X = tutkittava aminohappo). Näin lyhyissä peptideissä 
sekundäärirakenteet eivät muodostu ja siirtymät ovat ainoastaan ytimen kemiallisen 
ympäristön aiheuttamia. Proteiinien NMR-spektreistä on selvästi erotettavissa tiettyjä 
N
Cα
R
Hα
N
OH
H
C
Φ Ψ
χ1
ω
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siirtymäalueita. Satunnaislaskostuneen 1H-spektrin tärkeimmät alueet ovat metyylisignaalit 
välillä 0,9 – 1,4 ppm, 1Hα-signaalit välillä 3,9 – 4,8 ppm, muut alifaattiset protonisignaalit 
välillä 1,2 – 3,3 ppm, aromaattiset ja sivuketjun HN-protonien signaalit välillä 6,5 – 7,7 ppm 
ja pääketjun HN-protonien signaalit välillä 8,1 – 8,8 ppm (Wüthrich 1986). Vaikka 
laskostuneen proteiinin vastaavat alueet ovatkin näitä arvoja laajemmat, ne jäävät vielä 
selvästi tunnistettaviksi. Huomattavaa on myös, että rakennemäärityksen kannalta tärkeimmät 
1Hα- ja 1HN-siirtymät eivät juuri peity muiden signaalien alle. Laskostuneiden proteiinien 1H-
spektrin siirtymäalueet on esitetty kuvassa 2.3. Satunnaislaskostuneen 13C-spektrin 
tärkeimmät siirtymäalueet ovat 13Cα -ydinten alue välillä 45 – 63 ppm, 13Cβ-ydinten alue 
välillä 28 – 70 ppm (kun alaniinin β-metyyliä ei huomioida) sekä hyvin erottuva 13CO- 
ydinten alue välillä 174 – 177 ppm. Pääketjun 15N-ydinten satunnaislaskostuman siirtymät 
sijaitsevat välillä 108 – 124 ppm. Sivuketjujen 15N-siirtymät eivät osu tälle alueelle lukuun 
ottamatta glutamiinin ja asparagiinin amiditypen siirtymiä (Wishart ja Case 2001). 
 
 
 
Kuva 2.3. Proteiinin 1H-spektri. Kuvassa on tässä työssä käytetyn tietokannan kaikki siirtymät. HX-ryhmä 
sisältää sivuketjun heteroatomissa kiinni olevat protonit.  
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Yhteenveto pääketjun siirtymiin kohdistuvista vaikutuksista (taulukko 2.1, Wishart ja Case 
2001) paljastaa aminohappotyypin vaikutuksen vaihtelevan huomattavasti eri pääketjun 
ydinten välillä. 1HN-ydinten satunnaislaskostuman siirtymistä suurin osa sijaitsee välillä 8,2 – 
8,4 ppm, jolloin aminohappotyypin vaikutus havaittuun siirtymään on 1HN-ytimillä lähes 
merkityksetön. Aminohappojen väliset erot ovat suhteellisen pieniä myös 1Hα-siirtymillä ja 
13CO-siirtymillä, joilla vaikutus havaittuun siirtymään on noin 25 %. Sen sijaan 13Cα- sekä 
15N-kokonaissiirtymistä satunnaislaskostuman siirtymien osuus on jo puolet ja 13Cβ-ytimillä 
jopa 75 %. 
 
Proteiinin sekvenssin eli tarkasteltavan aminohappotähteen viereisten aminohappotähteiden 
vaikutukset voidaan katsoa kuuluvaksi kemiallisen ympäristön eikä rakenteen aiheuttamiin 
vaikutuksiin. Vaikutusten alkuperä on todennäköisesti kuitenkin sekoitus elektronista 
induktiota sekä edellisen tai seuraavan aminohapon sivuketjun konformaatiota. Tutkittaessa 
sekvenssin vaikutusta eri sekundäärirakenteille erikseen, on 15N-siirtymät havaittu sille 
herkimmiksi: edellisen aminohapon vaikutus voi olla jopa ±3 ppm. Seuraavan aminohapon 
vaikutukset ovat kuitenkin 15N-siirtymille merkityksettömiä. 13C-siirtymillä ainoan 
merkittävän vaikutuksen aiheuttaa ketjussa seuraava proliini, mutta osa sen vaikutuksesta 
syntyy proliinin aiheuttaman konformaatiomuutoksen kautta. Tarkasteltaessa proliinia 
konformaatiosta riippumatta saadaan -1 ppm vaikutus 13CO- ja -0,6 ppm 13Cα-siirtymille. 1H-
siirtymiin sekä edellisten että seuraavien aminohappotähteiden vaikutus on merkityksetön. 
(Wang ja Jardetzky 2002b). 
 
Proteiinien kemiallisiin siirtymiin vaikuttaa myös joukko ulkoisia tekijöitä. Proteiinien 
spektrit mitataan lähes poikkeuksetta vedessä tai D2O:ssa, joten eri liuottimien aiheuttamia 
vaikutuksia ei tarvitse ottaa huomioon. Sen sijaan lämpötila, näytteen ionivahvuus ja pH 
vaikuttavat siirtymiin hieman. Prediktiomenetelmien kannalta nämä vaikutukset ovat yleensä 
merkityksettömiä (Wishart ja Case 2001). 
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2.2.1 Kemiallisen siirtymän referenssi 
 
Yleisin NMR-spektroskopiassa käytetty referenssiyhdiste tetrametyylisilaani (TMS) on 
veteen liukenematon, ja sen vesiliukoinen johdos 3-(trimetyylisilyyli)-propionihappo (TSP) 
on taas pH:sta riippuvainen. Koska proteiinien NMR-spektrit mitataan vedessä, IUPAC:in 
suosittelema sisäinen standardi proteiineille on vesiliukoinen ja pH:sta riippumaton 2,2-
dimetyylisilapentaani-5-sulfonihappo (DSS) pieninä konsentraatioina. 1H-spektrien 
nollakohtana käytetään kyseisen yhdisteen metyylisignaalia suoraan. Muiden ytimien 
spektrien nollakohdan määrittämiseen suositellaan käytettäväksi epäsuoraa tapaa: 
nollakohtana käytetään DSS:n metyylin 1H-signaalia kerrottuna kyseessä olevan ytimen 
suhteellisella taajuudella, joka esim. 13C-ytimille on 0,251449430. Tällöin eri ydinten 
siirtymät tulevat määritellyksi vain yhden referenssiyhdisteen kautta, mikä parantaa tulosten 
vertailukelpoisuutta eri laboratorioiden välillä. Lisäksi hankalien ulkoisten standardien, kuten 
nestemäisen ammoniakin käytöltä vältytään. Ytimien suhteet on määritelty vakioiksi ja 
käytettäviksi ilman lämpötilakorjauksia (IUPAC 1998). 
 
Huolimatta IUPAC:in suosituksista, proteiinien kemiallisten siirtymien julkaisussa on ollut 
huomattavia eroja. Vuoden 2002 lopussa BMRB-siirtymätietokannan (Seavey ym. 1991) 
proteiineista noin 25 % vaati 13C-siirtymien uudelleenmäärittämistä, koska käytetyt 
referenssimenetelmät ovat olleet standardimenetelmästä poikkeavia (Zhang ym. 2003). Tämä 
on aiheuttanut ongelmia käytettäessä tietokantaa erilaisten rakenneanalyysi- tai 
siirtymäprediktiomenetelmien pohjana: jo 0,05 ppm systemaattinen virhe 1H-siirtymissä, 0,3 
ppm 13C-siirtymissä ja 0,5 ppm 15N-siirtymissä voi johtaa merkittäviin virheisiin menetelmiä 
käytettäessä (Wishart ja Case 2001). 
 
 
2.3 Proteiinin laskostumisen vaikutus kemiallisiin siirtymiin 
 
Proteiinin laskostumisen on tiedetty vaikuttavan sen kemiallisiin siirtymiin jo pitkään. 
Laskostuminen vaikuttaa siirtymiin, koska kemiallisesti samanlaiset ytimet resonoivat 
erilaisen 3D-rakenteen takia eri taajuuksilla. Ensimmäisiä havaintoja tästä olivat 
laskostuneilla proteiineilla vahvasti yläkentässä (<0 ppm) sijaitsevat 1H-siirtymät, jotka 
aiheutuvat aromaattisten sivuketjujen laskostuessa lähelle muita ytimiä. Vastaavissa 
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denaturoituneissa muodoissa, joissa peptidiketju esiintyy satunnaisessa konformaatiossa, 
aromaattisten sivuketjujen rengasvirtaukset eivät yllä aiheuttamaan kyseisiä siirtymiä 
(McDonalds ja Phillips 1967). Myöhemmin myös monien muiden tekijöiden, kuten pää- ja 
sivuketjujen torsiokulmien tai vetysitoutumisen, on todettu odotetusti vaikuttavan kemiallisiin 
siirtymiin proteiinin laskostuessa. Laskostumisen aiheuttamaa vaikutusta proteiinin siirtymiin 
kutsutaan sekundäärisiirtymäksi (secondary chemical shift, Δδ), joka on satunnaislaskostuman 
siirtymän ja laskostuneessa proteiinissa havaitun siirtymän välinen erotus (Wishart ja Case 
2001). Sekundäärisiirtymä on usein suurempi kuin aminohapon tyypistä johtuva 
satunnaislaskostuman siirtymän vaihtelu: esimerkiksi 1Hα-ytimen siirtymät laskostuneissa 
proteiineissa esiintyvät noin 3 ppm alueella, kun taas satunnaislaskostuman siirtymät 
mahtuvat 0,7 ppm alueelle. Samoin laskostuneet 15N-siirtymät esiintyvät noin 40 ppm alueella 
verrattuna satunnaislaskostuman 15 ppm vaihteluun (Wishart ja Case 2001). Laskostumisen 
vaikutus voidaan arvioida rakenneominaisuuksille, kuten torsiokulmille, vetysidoksille, 
rengasvirroille ja paikallisille varauksille, erikseen. Arviot eri rakennetekijöiden ja 
aminohappotyypin vaikutusten osuuksista havaittuun siirtymään on esitetty taulukossa 2.1 
(Wishart ja Case 2001). 
 
Taulukko 2.1. Arviot rakennetekijöiden ja aminohappotyypin vaikutusosuuksista pääketjun atomien 
havaittuihin siirtymiin prosentteina kokonaisvaikutuksista (Wishart ja Case 2001). 
Ominaisuus 1HN 1Hα 13Cα 13Cβ 13CO 15N 
Aminohappotyyppi 0 25 50 75 25 50 
Torsiokulmat Φ/Ψ 0 50 25 10 50 0 
Torsiokulmat Φ/Ψi-1 25 0 0 0 0 25 
Torsiokulma χ 5 0 5 5 5 0 
Torsiokulma χi-1 5 0 0 0 0 5 
Vetysidokset 25 5 5 0 5 5 
Rengasvirrat 10 10 0 5 5 0 
Paikalliset varaukset 10 0 0 0 0 0 
Muut vaikutukset 20 10 5 5 10 15 
i-1 = sekvenssissä edellisen aminohappotähteen torsiokulma. 
 
Proteiinin aminohappotähteet voivat esiintyä kolmessa eri sekundäärirakenteessa: α-
kierteessä, β-laskoksessa tai satunnaislaskostumassa. Sekundäärirakenteen ja pääketjun 
konformaation välillä vallitsee yhteys: sijoitettaessa proteiinin aminohappotähteet kuvaajalle 
torsiokulmiensa suhteen, Φ-kulma x-akselille ja Ψ-kulma y-akselille, saadaan ns. 
Ramachandran plot. Aminohappotähteiden torsiokulmien sijainnin kuvaajassa nähdään 
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keskittyvän kahdelle alueelle: α-kierre noin -40° – -70° Ψ ja -10° – 70° Φ sekä β-laskos noin -
50° – -180° Ψ ja 80° – 180° Φ. Kuvassa 2.4 on esimerkkinä lysotsyymin Ramachandran plot 
ja siihen on merkitty myös tärkeimmät sekundäärirakennealueet. Φ- ja Ψ-torsiokulmien 
perusteella määräytyvät aminohappotähteen NMR-ytimien orientaatiot niiden viereisiin 
atomeihin nähden, mikä tekee niistä tärkeimmän sekundäärisiirtymään vaikuttavan tekijän. 
1Hα ja 1HN-siirtymät liikkuvat torsiokulmien suhteen noin 1,3 ppm (Wishart ja Case 2001), 
13Cα-siirtymät 5 ppm, 13Cβ-siirtymät 2 ppm (Iwadate ym. 1999) ja 15N-siirtymät 7 ppm 
alueella (Wishart ja Case 2001). 13CO-siirtymillä havaitun noin 5 ppm:n vaihtelun on 
osoitettu johtuvan epäsuorasti CO-HN vetysitoutumisesta eikä niinkään torsiokulmista (de 
Dios ja Oldfield 1994). 
 
 
Kuva 2.4. Ramachandran plot lysotsyymille (PDB 1LZ1). Kuva on tehty ohjelmalla The Ramachandran Plot 
Explorer (http://boscoh.com/ramaplot/). 
 
Selkeästä yhteydestä huolimatta sekundäärirakenne ei ole täysin riippuvainen torsiokulmista, 
sillä lopullisesti sekundäärirakenne määritellään vetysitoutumisen kautta. Tietyissä 
tapauksissa α-kierteitä ja β-laskoksia voi sijaita myös Ramachandran plotin niille 
määrittelemien alueiden ulkopuolella ja toisaalta suurin osa satunnaisrakenteista sijaitsee 
Ψ
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kyseisten alueiden sisäpuolella. Tarkasteltaessa sekundäärirakennetta torsiokulmista erillään 
voidaan sille määrittää oma vaikutuksensa sekundäärisiirtymään. Laskostuneiden α-kierre- ja 
β-laskos-rakenteiden ero satunnaisrakenteen siirtymiin on pääketjun 1H-ytimillä noin 0,25 
ppm ja 13C- ja 15N-ytimillä maksimissaan 1,5 ppm. Muutoksen suunta vaihtelee paitsi 
ytimien, myös aminohappotähteiden välillä (Wang 2004). 
 
Vertailtaessa eri tekijöiden suhteellista osuutta sekundäärisiirtymään, 1Hα-siirtymillä 
torsiokulmien osuus on lähes 60 % (Neal ym. 2003), 13C-siirtymillä noin 50 %, mutta 1HN- ja 
15N-siirtymillä enää noin 25 % (Wishart ja Case 2001). Lisäksi on huomattava että 1HN ja 
15N- siirtymiin vaikuttaa pääasiassa kyseessä olevan aminohapon oman Ψ-kulman sijaan 
aminohappoketjun edellisen aminohapon kulma (Ψi-1). 13CO-siirtymillä taas ketjussa 
seuraavan aminohapon vaikutukset kasvavat merkittäviksi (Neal ym. 2003). 
 
Sivuketjun torsiokulman χ vaikutus 13Cα ja 13Cβ -ytimille on keskimäärin 0,5 ppm (Iwadate 
ym. 1999) ja 15N-siirtymille 1,5 ppm (Wishart ja Case 2001). Vaikutus kuitenkin vaihtelee 
huomattavasti aminohappojen kesken: suurimmillaan se on aminohapoilla, joilla β-hiili on 
haaroittunut (valiini, isoleusiini, threoniini) tai substituenttina on aromaattinen rengas 
(fenyylialaniini, histidiini, tyrosiini ja tryptofaani). Näiden aminohappojen vaikutus 15N-
siirtymiin voi olla jopa 5 ppm (Wang ja Jardeztky 2004). Vastaavasti pitkäsivuketjuisten 
aminohappojen (lysiini, arginiini, glutamiinihappo, glutamiini ja metioniini) vaikutus on 
merkityksetön 13Cα- ja 13Cβ-ytimillä (Iwadate ym. 1999). Torsiokulman χ suhteellinen osuus 
sekundäärisiirtymästä on kaikilla ytimillä noin 5 %, paitsi 1Hα-ytimillä, joilla se on 
käytännössä nolla (Wishart ja Case 2001). 
 
15N-siirtymiin vaikuttaa myös edellisen aminohappotähteen sivuketjun torsiokulmalla (χi-1). 
Tämä on havaittu sekä ab initio-laskuilla (Xu ja Case 2002) että empiirisesti (Neal ym. 2003). 
Sivuketjujen muut torsiokulmat (χ2- χ4) vaikuttavat lähinnä sivuketjun atomien siirtymiin, 
eivätkä ole sen takia olleet juurikaan kiinnostuksen kohteena. Ab initio-laskuilla on voitu 
havaita 1 – 2 ppm vaikutuksia pääketjun siirtymiin 13C ja 15N-ytimillä. (Xu ja Case 2002). 
Nämä vaikutukset peittyvät kuitenkin muiden tekijöiden alle mallitettaessa siirtymiä 
empiirisillä menetelmillä. 
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Arvioitaessa eri tekijöiden vaikutusta sekundäärisiirtymään on usein ongelmana tekijöiden 
päällekkäisyys, sillä sama rakenteellinen muutos voi vaikuttaa kahden tai useamman tekijän 
kautta. Tämä näkyy etenkin vetysitoutumisen osuutta arvioitaessa, jonka vaikutus sisältyy 
usein jo torsiokulmien tai sekundäärirakenteen vaikutukseen. Lisäksi huomioon on otettava 
paitsi kyseisen ytimen oma vetysitoutuminen, myös viereisten atomien vetysitoutuminen. 
Useat arviot perustuvat tämän vuoksi ab initio-laskuihin, joissa vetysitoutumista voidaan 
arvioida muista rakennetekijöistä riippumatta. Näitä menetelmiä käyttäen on primäärinen 
vetysitoutuminen (ytimen oma vetysitoutuminen) arvioitu suurimmaksi 1HN-siirtymiin 
vaikuttavaksi tekijäksi. Sen vaikutus vaihtelee välillä 1,6 – 4,0 ppm. Myös sekundäärisen 
vetysitoutumisen (viereisten atomien vetysitoutumisen) vaikutus on näille siirtymille 
merkittävä, jopa 1,3 ppm (Parker ym. 2006). 
 
Empiirisiä tuloksia vertailevassa katsauksessa vetysitoutumisen on arvioitu vaikuttavan 1HN-
sekundäärisiirtymiin suhteellisesti eniten (25 %). 1HN-ytimellä vetysitoutuminen liikuttaa 
siirtymiä enimmillään noin 2,0 ppm alueella, keskimääräisen vaikutuksen ollessa ±0,6 ppm 
(Wishart ja Case 2001). 13Cα-ytimiin vaikutus on pienempi, noin 0,9 ppm (Iwadate ym. 
1999), mikä vastaa noin 5 % osuutta sekundäärisiirtymästä (Wishart ja Case 2001). 13Cβ-
siirtymiin vaikutus on kuitenkin merkityksetön ja 1Hα-siirtymiinkin pieni, noin 5 %. 15N-
siirtymiin vaikutus on enimmillään 3,0 ppm (Wishart ja Case 2001). Näihin siirtymiin näyttää 
vaikuttavan enemmän kyseisen aminohapon 13CO-atomin, kuin kyseisen atomin primäärinen 
vetysitoutuminen (Xu ja Case 2002). 
 
Rengasvirran vaikutus on tärkeä tekijä lähinnä 1H-siirtymillä. Sen osuus 
sekundäärisiirtymästä on 1Hα ja 1HN-ytimillä noin 14 %, 13Cα-ytimillä noin 5 %, mutta 13Cβ, 
13CO ja 15N-ytimillä <1 % (Neal ym. 2003). Keskimääräinen vaikutus on 1Hα-ytimille 0,3 
ppm ja 1HN-ytimille 0,5 ppm, kun oletetaan noin 10 – 15 % siirtymistä olevan rengasvirtojen 
vaikutuspiirissä. Suurimmillaan vaikutus 1Hα-ytimille on kuitenkin jopa ±1,5 ppm (Wishart ja 
Case 2001). Näin ollen rengasvirta on suurin yksittäinen tekijä mikä voi vaikuttaa 
1H-siirtymiin, jos paramagneettisten atomien aiheuttamaa siirtymää ei oteta huomioon. Tämä 
tekee siitä helposti tunnistettavan ja rakennetutkimuksissa käyttökelpoisen tekijän.  
 
Sähkökenttien eli paikallisten varausten vaikutuksia on vetysitoutumisen tapaan vaikea 
arvioida, koska osa niistä sekoittuu vetysitoutumisen tai torsiokulmien vaikutuksiin. Osuus 
sekundäärisiirtymästä on kuitenkin voitu määritellä 1Hα- (4,8 %), 1HN- (3,9 %) ja 13Cα-
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ytimille (1,6 %; Neal ym. 2003). Näistä 1HN-siirtymien on arvioitu liikkuvan 0,3 ppm, mutta 
muilla ytimillä vaikutus on merkityksetön tai muiden vaikutusten alle peittyvä (Wishart ja 
Case 2001). 
 
Siirtymiin vaikuttaa myös joukko muita määrittelemättömiä rakennetekijöitä. Tällaisia ovat 
esimerkiksi peptidisidoksen taipuminen (ω-torsiokulma), vapaasti pyörivien ryhmien 
dynamiikasta johtuva keskiarvoistuminen ja mahdolliset paramagneettiset atomit. Eniten 
selittämättömiä vaikutuksia on 1HN-protoneilla, joilla niiden osuus sekundäärisiirtymästä on 
jopa 20 % (Wishart ja Case 2001).  
 
 
2.4 Proteiinien rakenteen tutkiminen 
 
2.4.1 Sekvenssin mukainen assignointi 
 
Proteiinien NMR-spektroskopian lähtökohtana on käytännössä aina proteiini, josta ainakin 
primäärirakenne (sekvenssi) tiedetään. Primäärirakenteen selvittämiseen muut menetelmät, 
kuten massaspektrometria, ovat huomattavasti kätevämpiä. Ennen 3D-rakenteiden 
määrittämistä on proteiinin NMR-signaalit myös assignoitava täydellisesti niin, että jokaisen 
signaalin ytimen paikka aminohappoketjussa tiedetään. Tätä kutsutaan sekvenssin mukaiseksi 
assignoinniksi (sequence-specific assignation). Tärkeimmät assignointimenetelmät ovat 1H-
1H-NOE-spektroskopia ja erilaiset 3D-kolmoisresonanssimenetelmät. 
 
Perinteinen tapa assignoida proteiinin NMR-signaalit sekvenssin mukaisesti on käyttää 1H-
1H-NOE-spektroskopiaa (Wüthrich 1986). Menetelmän rajoituksena on proteiinin koko, sillä 
sataa aminohappoa suuremmilla proteiineilla signaalit ovat liiaksi päällekkäin ja lisäksi 1H-
signaalien juovanleveys kasvaa liian suureksi (Bax ja Grzesiek 1993).  Kun kullekin 
aminohapolle kuuluvat ytimet on ensin selvitetty COSY- tai TOCSY-kokeilla, voidaan niiden 
sekvenssin mukainen järjestys määrittää pääketjun 1H-ytimien NOE-korrelaatioiden avulla. 
Tarkasteltavat NOE-korrelaatiot ovat aminohapon 1Hα-ytimen ja ketjussa seuraavan 
aminohapon 1HN-ytimen tai kahden viereisen 1HN-ytimen välisiä (kuva 2.5a). Menetelmän 
erotuskyky paranee käyttämällä 15N-korreloitua 3D-NOESY-HSQC-mittausta, jossa 1H-1H-
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NOE-korrelaatiot erotetaan kolmanteen dimensioon pääketjun 15N-ytimien magnetisaation 
kautta. Tällöin proteiinin kokoa voidaan jonkin verran kasvattaa (Wüthrich 2001). 
 
Kun proteiinin koko kasvaa niin suureksi, että 15N-korreloitu NOESY-spektrikään ei riitä, 
käytetään assignointiin 3D-kolmoisresonanssimenetelmiä (Bax ja Grzesiek 1993). Näissä 
menetelmissä tarkastellaan kaikkien ydinten (1H, 13C ja 15N) 1J- ja 2J-kytkentävakioiden 
korrelaatioita toisiinsa. Menetelmä vaatii 13C- ja 15N-isotooppileimatun proteiinin. Koska 
aminohappojen ydinten välisten kytkentävakioiden arvot poikkeavat huomattavasti toisistaan, 
eri ydinten assignoinnille on voitu kehittää useita spesifisiä menetelmiä (Werner 2001). 
Esimerkkinä yleisestä kolmoisresonanssikokeesta on HNCA-koe (kuva 2.5b). Kyseisessä 
menetelmässä magnetisaation siirto aloitetaan 1HN-ytimestä, siirtämällä se 15N-ytimelle, mikä 
vastaa 3D-kokeen ensimmäistä dimensiota. Sen jälkeen se siirtyy 13Cα-ytimille (toinen 
dimensio) ja palaa lopulta takaisin 1HN-ytimelle (kolmas dimensio). Näin saadaan jokaisen 
HN-ryhmän viereiset 13Cα-ytimet sekä edellisessä että kyseisessä aminohapossa selvitettyä ja 
sekvenssi voidaan lukea periaatteessa jo niiden avulla. Yleensä kuitenkin tarvitaan muitakin 
menetelmiä, joista käyttökelpoisia ovat esimerkiksi HNCACB- ja CBCA(CO)NH-kokeet 
(Werner 2001). Näillä menetelmillä saadaan aina assignoitua aminohapon HN-ryhmän 
suhteen sekä aminohapon omat että edellisen aminohapon 13Cα- ja 13Cβ-ytimet. Menetelmistä 
ensimmäinen antaa 13Cα- ja 13Cβ-korrelaatiot molempiin aminohappoihin, mutta 
jälkimmäinen vain edelliseen, jolloin järjestys sekvenssissä voidaan päätellä. Sivuketjut 
voidaan tämän jälkeen assignoida esim. HCCH-COSY- tai HCCH-TOCSY-spektrien avulla 
(Werner 2001). Nykyisin assignointiin käytetään jopa 6- ja 7-ulotteisia menetelmiä. 6D-
APSY-seq-HNCOCANH (automated projection spectroscopy) -kokeella saadaan korrelaatio 
HN-protonista N-, COi-1-, Cαi-1- ja Ni-1-atomien kautta edellisen aminohapon HN-protoniin, 
eli sekvenssi voidaan määrittää yhden tällaisen kokeen 2D-projektioista. Pienillä proteiineilla 
projektiot voidaan tulkita hyvin pitkälti automaattisesti tietokoneohjelmien avulla (Fiorito 
2006). 
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Kuva 2.5. Sekvenssin mukainen assignointi (a)1H-1H-NOESY- ja (b) HNCA-menetelmillä. Nuolet kuvaavat (a) 
NOE-korrelaatiota ja (b) J-kytkentöjen avulla tapahtuvaa magnetisaation siirtoa. 
 
2.4.2 Proteiinin 3D-rakenteen määritys 
 
Kun proteiinin kemialliset siirtymät on täydellisesti assignoitu, päästään varsinaiseen 3D-
rakenteen määritykseen. Määrityksen perustana toimivat NMR-datasta kerätyt erilaiset 
etäisyysrajoitteet, joita käytetään molekyylimekaanisissa rakennelaskuissa. Tärkeimmät 
rajoitteet saadaan protonien välillä tapahtuvan NOE-vuorovaikutuksen kautta: NOESY-
kokeista saadut rajoitteet voidaan muuttaa suoraan protonien välisiksi etäisyyksiksi. Tärkeitä 
rajoitteita ovat myös kytkentävakioista saatavat rajoitteet torsiokulmille. Uudempi menetelmä 
on RDC (Residual Dipolar Coupling) -rajoitteiden käyttö. Myös kemiallisista siirtymistä 
voidaan määrittää rajoitteita. Niitä käsitellään tarkemmin luvussa 2.4.3. 
 
NOE-vuorovaikutus perustuu dipolaariseen T1-relaksaatioon. Kun kaksi ydintä on 
avaruudellisesti lähekkäin, ne relaksoituvat toistensa dipolaarisen vuorovaikutuksen avulla. 
Tällaisessa systeemissä toista ydintä säteilyttämällä toisen ytimen intensiteetti muuttuu. 
Useimmiten NOE-kokeet suoritetaan kaksiulotteisena mittaamalla NOESY-spektri, jolloin 
korrelaatiosignaalit paljastavat kytkeytyvät protonit.  NOE-signaalin merkki vaihtelee 
molekyylin korrelaatioajan (molekyylin koon) suhteen, mutta suurilla molekyyleillä, kuten 
proteiineilla se on useimmiten negatiivinen. NOE-signaalin intensiteetti on käänteisesti 
verrannollinen protonien välisen etäisyyden kuudenteen potenssiin (r6) eli se vaimenee 
nopeasti etäisyyden kasvaessa. Tämän vuoksi pisin mahdollinen havaittava etäisyys on noin 
5.0 Å (Wüthrich 1986). 
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Protonien väliset etäisyydet voidaan laskea vertaamalla NOE-signaalien intensiteettejä 
tunnetun etäisyyden, esimerkiksi kahden geminaalisen protonin väliseen signaaliin. NOE-
signaalien antamat etäisyydet ovat kuitenkin melko epätarkkoja, joten tarkkojen etäisyyksien 
sijasta rakennelaskuissa käytetään jonkinlaista vaihteluväliä, sillä tiukat rajoitteet johtaisivat 
suureen määrään rajoiterikkomuksia, korkeita energioita ja rakenteesta tulisi vääristynyt, 
mutta näennäisesti tarkka (Cavanagh ym. 2006). Usein tyydytään luokittelemaan NOE-
signaalit vahvoihin, keskivahvoihin ja heikkoihin ja käyttämään niitä vastaavina 
maksimietäisyyksinä 2,7; 3,5 ja 5,0 Å (Cavanagh ym. 2006). Etäisyyden alarajana käytetään 
kahden protonin välistä van der Waals -kontaktietäisyyttä, 1,8 – 2,0 Å (Wüthrich 2001). 
Mallin oikeellisuuteen vaikuttaakin enemmän rajoitteiden tarkkuuden sijasta yksiselitteisesti 
määritettyjen rajoitteiden määrä (Werner 2001). NOE-signaalien assignoinnin ja NOE-
rajoitteiden määrittämisen helpottamiseksi on kehitetty automatisoituja menetelmiä, kuten 
ARIA2 (Rieping ym. 2007). 
 
NOE-vaikutusten lisäksi myös kytkentävakioista saadaan hyödyllisiä rajoitteita. Näistä 
tärkeimpiä ovat 3J-kytkentävakioista saatavat torsiokulmarajoitteet. Määrittäminen perustuu 
Karplusin yhtälöön ja sen johdoksiin: näissä yhtälöissä kytkentävakio esitetään torsiokulman 
funktiona ja ne voidaan parametrisoida eri ytimille semiempiirisesti. Perinteisimmät käytetyt 
rajoitteet ovat 3JHNHα -kytkennästä saatava Φ-kulmarajoite ja 3JHαHβ-kytkennästä saatava χ-
kulmarajoite (Wüthrich 1986). Nykyään myös heteroydinten 3J-kytkentävakioita (3JCC, 3JNC, 
3JHN ja 3JCN) voidaan mitata isotooppileimatuista proteiineista ja käyttää rajoitteiden 
määrityksessä samaan tapaan (Cavanagh ym. 2006). Myös muiden kuin 3J-kytkentöjen on 
havaittu korreloivan torsiokulmiin: 1JCαHα-kytkennät antavat tietoa pääketjun torsiokulmista ja 
pitkän matkan JCC -kytkennät metyyliryhmiä sisältävien sivuketjujen torsiokulmista (Bax ja 
Grzesiek 1993). 
 
RDC-kokeilla saatavan tiedon käyttö etäisyysrajoitteiden määrityksessä on melko uusi 
menetelmä (Tjandra ja Bax 1997). Dipolaariset kytkennät eivät näy normaalissa NMR-
näytteessä, koska ne keskiarvoistuvat nollaksi molekyylien rotaation mukana. Ne saadaan 
kuitenkin näkyviin lisäämällä näytteeseen nestekidemolekyylejä, esimerkiksi 
dimyristoyylifosfatidyylikoliinia (DMPC) tai muita biomembraanimolekyylejä. Nestekiteet ja 
niiden mukana tutkittava molekyyli orientoituvat osittain magneettikentän suuntaisesti ja 
dipolaariset kytkennät näkyvät muuttuneina skalaarikytkentöjen arvoina. Kun näistä 
kytkennöistä vähennetään isotrooppisissa olosuhteissa mitatusta vastaavasta spektristä saadut 
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J-kytkennät, saadaan dipolaaristen kytkeytymien arvo ja merkki. Dipolaarisiset 
kytkentävakioita voidaan määrittää kaikkien tavallisten NMR-ytimien (1H, 13C, 15N) välille. 
Ne sisältävät informaatiota paitsi atomien etäisyyksistä, myös niiden välille piirrettävän 
vektorin orientaatiosta molekyylin orientaation suhteen. Useimmissa menetelmissä 
tutkittavien atomien etäisyys tiedetään valmiiksi jolloin ollaan kiinnostuneita vain niiden 
orientaatiosta. Tästä johtuen RDC-menetelmiä käytetään pääasiassa rakenteita 
hienosäädettäessä. Muita RDC-sovelluksia ovat kokonaisten proteiinidomeenien 
orientaatioiden tutkiminen, proteiinin laskostumisen määrittäminen sekä molekyylin sisäisen 
dynamiikan tutkiminen (Lipsitz ja Tjandra 2004). 
 
Sekundäärirakenteiden tunnistaminen ennen rakennelaskun aloittamista voi helpottaa 
rakenteen määritystä huomattavasti. Tämä voidaan tehdä etsimällä spektreistä tiettyjä NOE-
korrelaatiokuvioita: esimerkiksi α-kierteelle ovat ominaisia vahvat NOE-kytkennät 
aminohapon ja siitä kolmen tähteen päässä olevan aminohapon välillä. Samaten β-käännökset 
voidaan tunnistaa niille ominaisista NOE-korrelaatioista. Myös vetysitoutuminen antaa tietoa 
sekundäärirakenteista, sillä suurin osa α-kierteiden ja β-laskosten HN-protoneista on 
vetysitoutuneita. Nämä protonit voidaan tunnistaa niiden vaihtoreaktiosta D2O:n kanssa. 
Kemiallisia siirtymiä voidaan myös käyttää sekundäärirakenteiden tunnistamiseen: tästä 
kerrotaan lisää seuraavassa luvussa. Muita rakennelaskun kannalta tärkeitä tekijöitä ovat 
mahdolliset rikkisillat ja cis-peptidisidokset, jotka on useimmiten lisättävä rakennelaskuun 
manuaalisesti (Wüthrich 1986).  
 
Rakennelasku on käytännössä molekyylimekaniikka- tai molekyylidynamiikkalasku, johon on 
sijoitettu empiiriset NMR-rajoitteet. Käytetyt menetelmät vaihtelevat kuitenkin 
mallitusohjelmasta riippuen. DYANA (Güntert ym. 1997) käyttää laskuissa torsiokulma-
avaruutta ja simulated annealing-menetelmää. XPLOR-NIH (Schwieters ym. 2003) käyttää 
sekä kartessi- että torsiokulma-avaruuksia ja Monte Carlo-menetelmiä. AMBER on 
perinteisempi molekyylidynamiikkaohjelma, jota on laajennettu käyttämään NMR-rajoitteita  
(Case ym. 2006). Rakennelaskun tuloksena saadaan aina useita rajoitteiden mukaisia 
konformaatioita. Näistä konformaatioista valitaan parhaat jollakin kriteerillä, kuten 
pienimmän energian tai vähimpien rajoiterikkomuksien perusteella. Lopullinen NMR-rakenne 
esitetään yleensä noin 20 parhaan rakenteen kimppuna, kuten kuvassa 2.6. Tällainen 
esitystapa kuvaa proteiinin todennäköisimpiä konformaatioita liuoksessa ja siitä nähdään 
myös mitkä osat proteiinista ovat vapaammassa liikkeessä (Wüthrich 2001). Toisaalta 
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rakenteiden eroavaisuus kertoo myös alueista, joille ei ole riittävästi NMR-informaatiota 
saatavilla rakenteen tarkaksi mallittamiseksi, usein juuri liikkeen takia. Yleensä mainitaan 
myös rakennetta parhaiten kuvaava konformaatio, joka on valittu esimerkiksi pienimmän 
energian perusteella tai joka on lähimpänä keskiarvorakennetta (IUPAC 1998). 
 
 
Kuva 2.6. Barnaasin (PDB 1FW7) pääketjun 20 NMR-konformaatiota. Kuva on tehty PyMOL-ohjelmalla 
(http://pymol.sourceforge.net/). 
 
NMR-spektroskopialla määritetyille proteiinirakenteille ei voi määrittää suoraa resoluutiota 
kiderakenteiden tapaan. Rakenteiden validointi täytyy tehdä muita keinoja käyttäen. 
Ensinnäkin on ilmoitettava laskussa käytetyt rajoitteet ja kuinka hyvin saatu rakenne vastaa 
niitä ilmoittamalla suurimmat rajoiterikkomukset sekä keskiarvopoikkeamat. Sen jälkeen 
verrataan saatuja sidospituuksia ja -kulmia ideaalisiin. Jos poikkeamat ovat suuria, voidaan 
epäillä, että laskussa on käytetty liian tiukkoja rajoitteita. Hyvän yleiskuvan rakenteen 
laadusta saa tutkimalla sijaitsevatko Φ/Ψ-torsiokulmaparit Ramachandran Plotin (kuva 2.4) 
sekundäärirakenteille ominaisilla alueilla. Tällaisessa analyysissa alueet on jaettu luokkiin 
suositut, hyväksytyt ja kielletyt. Parhaan konformeerijoukon raskaille atomeille tai 
torsiokulmille lasketaan RMS-hajonta joko toistensa tai keskiarvorakenteen suhteen, mikä 
kertoo rakenteiden samankaltaisuudesta. RMS-hajonta ilmoitetaan yleensä erikseen 
pääketjulle ja koko rakenteelle (IUPAC 1998). NMR-rakenteiden validointiin on olemassa 
myös apuohjelmia, kuten PROCHECK (Laskowski ym. 1996). 
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2.4.3 Kemiallisten siirtymien sovellukset proteiinien rakennetutkimuksessa 
 
Kemialliset siirtymät ovat yleensä ensimmäinen informaatio mitä NMR-spektreistä 
tarkastellaan. Kuten edellä on mainittu, niiden tarkka assignointi on välttämätöntä proteiinien 
rakennetutkimukselle, jotta esimerkiksi NOE-vuorovaikutukset voidaan sijoittaa oikeille 
atomeille. Siirtymien käyttö rakennetutkimuksessa ei jää kuitenkaan pelkkään assignointiin, 
vaan niistä voidaan saada myös suoraa informaatiota proteiinin 3D-rakenteesta. 
 
Sekundäärirakenteen tunnistaminen siirtymien perusteella on yksinkertainen ja paljon käytetty 
menetelmä. Yksinkertaisimmat menetelmät perustuvat kemiallisen siirtymän indekseihin 
(Chemical Shift Index, CSI), joissa sekundäärisiirtymät luokitellaan yksinkertaisesti joko 
yläkenttään tai alakenttään päin siirtyneiksi (Wishart ym. 1992). Jos alakenttään siirtyneitä 
1Hα-siirtymiä on sekvenssissä tarpeeksi monta peräkkäin, voidaan kyseinen kohta määrittää 
β-laskokseksi, ja vastaavasti yläkenttään siirtynyt sekvenssi α-kierteeksi. 13Cα- ja 13CO-
siirtymät käyttäytyvät juuri päinvastoin: α-kierteen siirtymät ovat alakentässä ja β-laskoksen 
yläkentässä. 13Cβ-siirtymät ovat 1Hα-siirtymien tapaan β-laskoksissa alakentässä, mutta eivät 
juuri muutu satunnaislaskostuman arvoista α-kierteessä. Ottamalla huomioon myös 13C-
siirtymät, CSI-menetelmä tunnistaa sekundäärirakenteen oikein 92 %:lle aminohapoista 
(Wishart ja Sykes 1994). Tämä tarkkuus vastaa käytännössä röntgen- tai NOE-informaation 
perusteella tehtyjä määrityksiä. CSI-menetelmät ovat kuitenkin nopeampia ja 
yksinkertaisempia käyttää etenkin suurilla proteiineilla, joilla esiintyy päällekkäisiä signaaleja 
ja resoluutio voi olla muutenkin huonompi (Wishart ja Case 2001). Uudempi PSSI 
(Probability based Secondary Structure Identification, Wang ja Jardetzky 2002a) -menetelmä 
käyttää lisäksi 1HN- ja 15N-siirtymiä ja sekundäärirakenteen määrittely tehdään vertailemalla 
eri rakenteille laskettuja todennäköisyyksiä. Menetelmän etuna on luotettavampi 
satunnaislaskostuneiden aminohappotähteiden tunnistus. Sekundäärirakenteiden lisäksi myös 
monimutkaisemmille laskosrakenteille, motiiveille, on kehitetty tunnistusmenetelmiä. 
Esimerkiksi β-käännöksiä voidaan tunnistaa niille spesifisten 13Cα- ja 13Cβ-
sekundäärisiirtymäkuvioiden perusteella (Santiveri ym. 2001). 
 
Vaikka jo pelkän sekundäärirakenteen tunnistamisen perusteella voidaan mallitusohjelmille 
antaa löyhiä torsiokulmarajoitteita, sisältävät kemialliset siirtymät paljon tarkempaakin 
informaatiota torsiokulmista. Menetelminä käytetään etupäässä hyperpintoja ja 
homologiahakuja (Wishart ja Case 2001). Menetelmät ovat hyödyllisiä etenkin suurilla yli 
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150 aminohapon kokoisilla proteiineilla, koska niillä kytkentävakioiden avulla tehtävän 
torsiokulmarajoitteiden määrittämisen tarkkuus kärsii juovanlevenemisen ja alhaisen 
signaalikohinasuhteen takia (Berjanskii ym. 2006).  
 
Kemiallisen siirtymän hyperpinnat ovat empiirisen datan tai ab initio-laskujen perusteella 
rakennettuja kolmiulotteisia kuvaajia Φ- ja Ψ-torsiokulmista kemiallisen siirtymän suhteen 
(Wishart ja Case 2001). Pelkästään yhden NMR-ytimen hyperpintaa käyttämällä ei 
torsiokulmien ennustaminen ole mahdollista, sillä siirtymiin vaikuttaa torsiokulmien lisäksi 
paljon muitakin tekijöitä. Sen sijaan kun kaikkien pääketjun ytimien hyperpinnat yhdistetään, 
saadaan korrelaatiosta riittävän vahva (Beger ja Bolton 1997). 
 
Tietokantojen kasvaessa ovat proteiinisekvenssien homologiaan perustuvat menetelmät 
nostaneet suosiotaan. Tällaisista menetelmistä tunnetuin lienee TALOS (Cornilescu ym. 
1999), joka jakaa kysytyn proteiinisekvenssin kolmen aminohappotähteen mittaisiin osiin ja 
etsii tietokannasta vastaavia osia ja mahdollisimman samankaltaisia pääketjun siirtymiä. 
Samanlaiset kolmikot, joilla on samankaltaiset siirtymät, omaavat useimmiten myös 
samanlaiset torsiokulmat. TALOS ja vastaavat menetelmät pystyvät yleensä ennustamaan 70  
– 80 % pääketjun torsiokulmista alle 15° virheellä (Wishart ja Case 2001). Uudempi 
menetelmä PREDITOR (Berjanskii ym. 2006) käyttää lisänä mm. referenssin korjausta 
(RefDB; Zhang ym. 2002) sekä muita parannuksia ja pystyy ennustamaan 88 % Φ- ja Ψ-
torsiokulmista niin, että niiden yhteenlaskettu virhe on alle 30°. Lisäksi ohjelma ennustaa 
myös χ1-torsiokulmien konformaation (trans, gauche+ tai gauche-) 84 %:sti oikein.  
 
Torsiokulmarajoitteiden lisäksi voidaan atomien välille määrittää myös suoria 
etäisyysrajoitteita kemiallisten siirtymien kautta, vaikkakin menetelmät ovat vähemmän 
käytettyjä. α-kierteen 1HN-protonien on havaittu olevan herkkiä vetysidoksen pituudelle, aina 
0,1 Å tarkkuuteen asti. Vastaavia korrelaatiota löytyy myös β-käännösten vetysidoksista. 
Toinen mahdollisuus on määrittää rajoitteita rengasvirtojen tai paramagneettisten atomien 
vaikutuksista: näistä ensimmäiset vaikuttavat 1H-siirtymiin vielä 6 Å ja jälkimmäiset jopa 
20 Å etäisyydeltä. Jos tällaisen vaikutuksen lähde ja kohde tiedetään, niiden välimatka 
voidaan arvioida melko yksinkertaisilla yhtälöillä. Vaatimuksena on kuitenkin tieto proteiinin 
3D-rakenteesta, eli tällaiset menetelmät sopivat lähinnä rakenteen hienosäätöön. 
Käyttökelpoisempi tapa onkin käyttää apuna kemiallisen siirtymän prediktiota: verrataan 
havaittua ja laskettua NMR-spektriä toisiinsa ja muutetaan rakennetta sen mukaisesti. Direct 
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Chemical Shift Refinement -menetelmissä käytetään rakenteelle energiapakotetta (Eprot, 
yhtälö 2.1) jonka suuruus riippuu havaitun ja lasketun siirtymän välisestä erotuksesta 
(δcalc,i -  δobs,i). Yhtälössä kprot on voimavakio (Kuszewski ym. 1995).  
 
Eprot = Σi  kprot (δcalc,i- δobs,i)2    (2.1) 
 
Tällaisia menetelmiä on sisällytetty muiden muassa XPLOR (Schwieters ym. 2003) ja 
AMBER (Case ym. 2006) -ohjelmiin. Nämäkin menetelmät toimivat parhaiten aromaattisten 
renkaiden ja paramagneettisten atomien läheisyydessä oleville atomeille (Wishart ja Case 
2001).  
 
Kemiallisia siirtymiä on käytetty myös suoraan 3D-rakenteen määritykseen. Menetelmät ovat 
yleensä laajennuksia joko vertailevasta proteiinimallituksesta, jossa proteiineja pyritään 
mallintamaan vertailemalla sekvenssiä muihin samankaltaisiin laskoksiin tai de novo -
proteiinimallituksesta, jossa rakenteet luodaan ilman aiempaa tietoa. Menetelmissä voidaan 
käyttää proteiinin sekvenssin lisäksi myös kemiallisten siirtymien tai muiden NMR-termien 
informaatiota. ROSETTA (Simons ym. 1999) ennustaa de novo -proteiinimalleja sekvenssin 
perusteella käyttäen Monte Carlo-menetelmää. Tätä menetelmää on laajennettu käyttämään 
kemiallisen siirtymän informaatiota ja rakenteita on voitu ennustaa jopa 2 Å resoluutiolla 
(Cavalli ym. 2007). Vastaavanlaisella menetelmällä, joka siirtymien lisäksi käyttää NOE- ja 
RDC-korrelaatioita, on karkeita rakenteita voitu määrittää jopa assignoimattomista siirtymistä 
(Meiler ja Baker 2003). Yleisesti tällaisten menetelmien ongelma on, että ne ovat tehokkaita 
vain jos sekvenssiä ja siirtymiä vastaava laskos löytyy tietokannasta. Parhaimmillaan ne 
voivat olla kuitenkin nopea tapa selvittää proteiinin rakenne pääpiirteittäin (Wishart ja Case 
2001). 
 
 
2.5 Proteiinien vuorovaikutusten tutkiminen 
 
Proteiinien vuorovaikutustutkimusten kohteena on yleensä molekyylien välinen sitoutuminen, 
joka voi olla esimerkiksi proteiinin ja ligandin tai proteiinin ja proteiinin välistä. NMR-
spektroskopialla voidaan tutkia proteiinin sitoutumista monella eri tasolla.  
Yksinkertaisimmillaan tutkimus on proteiiniin sitoutuvien molekyylien seulontaa (screening), 
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jossa pyritään selvittämään ainoastaan ligandien sitoutumisaffiniteetti dynaamisen NMR:n 
periaatteiden avulla. Seulonta suoritetaan usein tarkastelemalla ligandissa tapahtuvia 
muutoksia. Tällöin tarkasteltavia parametreja voivat olla esimerkiksi juovanleveys, NOE-
merkkimuutokset tai relaksaatioajat. Suosittu menetelmä on molekyylien väliseen 
magnetisaation siirtoon perustuva STD (saturation transfer difference, Mayer ja Meyer 1999), 
jossa proteiinin resonansseja saturoidaan selektiivisesti ja tarkkaillaan ligandiin aiheutuvaa 
negatiivista NOE-vahvistusta. Menetelmällä saadaan selville myös ligandin orientaatio 
sitoutumistaskussa. Toinen käytetty menetelmä on myös WaterLOGSY (Dalvit ym. 2000) 
jossa samaa efektiä tarkkaillaan vesimolekyylien saturaation kautta. Kaikki ligandin 
resonanssien tarkasteluun perustuvat menetelmät ovat käyttökelpoisia myös silloin kun 
tutkittava proteiini on liian suuri tai muuten huonosti mitattavissa, tai jos sitoutumisaffineetti 
on pieni. Menetelmissä tarvittavan proteiinin määrä näytteessä on vähäinen ja 
isotooppileimaus ei ole välttämätöntä. Lisäksi samasta näytteestä voidaan määrittää useiden 
ligandien sitoutumisaffiniteetti yhtä aikaa (Pellecchia ym. 2002).  
 
Jos ligandin sitoutumisen lisäksi halutaan selvittää myös sen sitoutumiskohta, käytetään usein 
kemiallisen siirtymän kartoitus (chemical shift mapping) -menetelmiä, jotka on esitelty 
ensimmäistä kertaa jo 80-luvulla (Wüthrich 1986). Näissä menetelmissä seurataan proteiinin 
kemiallisten siirtymien muutoksia 2D-menetelmillä proteiininäytettä ligandilla titrattaessa. 
Yleisessä käytössä ovat nykyisin 1H-15N- tai 1H-13C-HSQC-kokeet, tai suurille proteiineille 
vastaavat TROSY-kokeet. Siirtymien muutokset voidaan kartoittaa proteiinirakenteeseen, 
jonka perusteella voidaan määrittää ligandin sitoutumiskohta, mutta ei välttämättä sen 
orientaatiota. Proteiinin rakenne ja assignoinnit on tunnettava ainakin sitoutumistaskun 
alueelta. Menetelmissä käytetään pääasiassa kokonaan tai osittain isotooppileimattuja 
proteiineja (Pellecchia ym. 2002). Myös näissä menetelmissä voidaan samasta näytteestä 
määrittää useiden ligandien sitoutuminen yhtä aikaa. Käyttämällä sopivia analyysiohjelmia ja 
mittausmenetelmiä, joilla vain sitoutuneiden ligandien spektrijuovat jäävät näkyviin, voidaan 
ligandien määrä näytteessä nostaa jopa sataan. Kryomittapäätä käyttämällä yhden tällaisen 
näytteen 15N-1H-korreloitu spektri voidaan mitata jopa alle 10 minuutissa, jolloin 
automatisoimalla mittausprosessi päästään high-throughput screening -tasolle (Hajduk ym. 
1999). 
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Sitoutumistutkimuksiin liittyy myös lääkeainesuunnittelu. NMR-menetelmät sopivat hyvin 
fragmentti- ja reseptoripohjaisiin lääkeainesuunnittelumenetelmiin, koska ligandien 
sitoutumispaikka tunnetaan. SAR by NMR (structure-activity relationship) -menetelmässä 
etsitään ensin pieniä ja mahdollisesti heikosti sitoutuvia ligandeja ja selvitetään niiden 
sitoutumispaikat. Jos löydetään kaksi hieman eri kohtiin sitoutuvaa molekyyliä, niiden 
perusteella voidaan suunnitella molempien molekyylien sitoutumisehdot täyttävä yhdiste. 
Onnistuessaan tällainen yhdiste sitoutuu kohdeproteiiniin paremmin kuin osiensa summa 
(Hajduk 2006). Muita lääkeainesuunnitteluun tarkoitettuja NMR-menetelmiä ovat muiden 
muassa SHAPES, jossa pienestä mutta monimuotoisesta molekyylikirjastosta etsitään heikosti 
sitoutuvia ligandeja suunnittelun lähtökohdiksi ja NMR-SOLVE, jossa lähtökohtana 
käytetään proteiiniperheiden samanlaisiin sitoutumistaskuihin sitoutuvien ligandeja ja 
suunnitellaan niiden pohjalta uusia kahteen sitoutumistaskuun sitoutuvia ligandeja (Pellecchia 
ym. 2002).  
 
Tarkin ligandin sitoutumisen tutkimuksen taso on proteiini-ligandikompleksin 3D-rakenteen 
määritys, jolloin sitoutumispaikan lisäksi saadaan selville myös ligandin orientaatio 
kompleksissa ja mahdolliset sitoutumistaskun konformaatiomuutokset. Tällaisissa 
menetelmissä on vaatimuksena kuitenkin nanomolaaritason affiniteettilla sitoutuva ligandi tai 
tarpeeksi pieni proteiini (<70 kDa). Määritys tapahtuu perinteiseen tapaan NOE- ja muiden 
etäisyysrajoitteiden määritysten avulla: NOE-vaikutus näkyy myös molekyylien välisenä 
(Carlomagno 2005). Myös näissä menetelmissä käytetään isotooppileimausta, mutta yleensä 
vain toiselle osapuolelle kompleksista. Tällöin voidaan helposti erottaa kummalle 
molekyylille signaalit kuuluvat. Lisäksi on kehitetty erilaisia laskennallisia menetelmiä, joilla 
tuloksia voidaan tarkentaa. Tällaisia ovat esim. telakointilaskut yhdistettyinä siirtymä- tai 
muihin rajoitteisiin (Clarkson ja Campbell 2003). 
 
Ligandin sitoutumisen lisäksi NMR-spektroskopia soveltuu myös proteiini-proteiini- tai 
proteiini-nukleiinihappo-vuorovaikutusten tutkimiseen. Kooltaan kompleksit voivat olla jopa 
50 kDa. NMR-menetelmillä voidaan saada tietoa myös heikosti sitoutuvista komplekseista 
joiden tutkiminen muilla menetelmillä on hankalaa. Proteiini-proteiini-kompleksin 3D-
rakenteen määrityksessä käytetään tavalliseen tapaan NOE- ja RDC-rajoitteita, mutta niihin 
yhdistetään usein telakointilaskuja. Näihin laskuihin taas voidaan määrittää rajoitteita 
kemiallisen siirtymän kartoituksen tai saturaation siirto -kokeiden tuloksista. Joitakin 
proteiini-proteiini-kompleksien rakenteita on määritetty myös pelkän kemiallisen siirtymän 
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kartoituksen ja telakointilaskujen perusteella. Tällöin kompleksin osapuolten rakenne on 
yleensä tunnettu etukäteen. Isotooppileimausta käytetään yleensä kompleksin toisella 
osapuolella kuten ligandi-proteiini-tutkimuksissakin. Toisen osapuolen perdeuterointi 
mahdollistaa proteiinien välisen ristirelaksaation tutkimisen: kun leimaamatonta proteiinia 
saturoidaan, siihen kosketuksessa olevat leimatun proteiinin signaalit heikkenevät (Bonvin 
ym. 2005). 
 
NMR-spektroskopialla, ja vain sillä, on mahdollista tutkia proteiineja ja niiden käyttäytymistä 
atomitasolla myös elävissä soluissa. In-Cell NMR -menetelmissä tutkitaan bakteereissa 
kasvatettuja isotooppileimattuja proteiineja mittaamalla niiden spektrejä joko suoraan 
kasvatusbakteereissa tai eukaryoottisoluihin siirrettyinä. Menetelmillä saadaan tietoa mm. 
proteiinin in vivo -konformaatioista, post-translationaalisista modifikaatioista ja siitä miten 
proteiini käyttäytyy erilaisissa solutoiminnoissa kuten apoptoosissa tai solusyklin eri 
vaiheissa. (Selenko ja Wagner 2007). 
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3. KEMIALLISEN SIIRTYMÄN PREDIKTIO  
3.1 Prediktion sovellukset 
 
Kemiallisen siirtymän prediktiota on perinteisesti käytetty assignoinnin helpottamiseen ja 
tarkastamiseen. Nämä käyttökohteet ovat luonnollisesti mukana myös proteiinien siirtymiä 
prediktoitaessa, etenkin koska nykyään on käytössä paljon automaattisia 
assignointimenetelmiä. Esimerkiksi menetelmässä, jossa assignoimatonta NMR-informaatiota 
käytetään proteiinien rakenteiden ennustamiseen, prediktiolla arvioidaan ennustettujen 
rakenteiden prediktoitujen siirtymien oikeellisuus verrattuna havaittuihin (Meiler ja Baker 
2003).  Prediktiota on käytetty myös kemiallisen siirtymän referenssin tarkistamisessa ja 
korjaamisessa (RefDB; Zhang ym. 2003).  
 
Kuten luvussa 2. useasti todettiin, kemialliset siirtymät ovat herkkiä proteiinien 3D-
rakenteelle. Tästä johtuen prediktiota voidaan käyttää apuna myös proteiinien 
rakennetutkimuksessa, mikäli prediktio on riittävän tarkka. Yksinkertaisin käyttökohde 
prediktiolle on 3D-rakenteiden validointi: prediktoitujen ja havaittujen siirtymien väliset 
eroavaisuudet kertovat 3D-rakenteen laadusta (esim. Vila ym. 2007). Tätä voidaan käyttää 
hyväksi esimerkiksi valittaessa rakennelaskun parhaita konformaatioita tai vertailtaessa kide- 
ja liuosrakenteita keskenään. Seuraava askel on siirtymien käyttö rakenteiden hienosäädössä. 
Direct Chemical Shift Refinement -menetelmät (katso luku 2.4.3) perustuvat havaittujen ja 
laskettujen siirtymien vertailuun: rakennetta pakotetaan suuntaan jossa niiden ero on 
mahdollisimman pieni (Wishart ja Case 2001). Prediktiolle on käyttöä myös mikäli pyritään 
rakentamaan uusia proteiinimalleja pelkästään siirtymien pohjalta. Tällöin prediktiota voidaan 
käyttää esimerkiksi proteiinimallitusmenetelmillä kuten ROSETTA:lla (Simons ym. 1999) 
tuotettujen konformaatioiden arviointiin (Meiler 2003). Kokeessa jossa tuotettiin 
ROSETTA:lla proteiinille 2 000 konformaatiota. oli selvä korrelaatio ROSETTA-
konformaatioiden ja alkuperäisen rakenteen RMSD:n (Root Mean Square Distance, 
keskineliöetäisyyden neliöjuuri) ja konformaatioille laskettujen ja havaittujen siirtymien 
RMS-virheen välillä. Kokeen perusteella noin 80 % konformaatioista voitiin hylätä: jäljelle 
jääneiden 400 konformaation RMSD-keskiarvo oli 3.0 Å verrattuna koko 2 000 
konformaation vastaavaan arvoon 7.7 Å (Meiler 2003). Vaihtoehtoisesti prediktiota voitaisiin 
käyttää jo mallituksen aikana ohjaamaan laskostumista oikeaan suuntaan 
hienosäätömenetelmien tapaan. Myös proteiinien interaktioita tutkittaessa voi prediktio 
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osoittautua arvokkaaksi: vertailemalla havaittuja ja laskettuja siirtymiä voidaan arvioida 
esimerkiksi ligandin orientaatiota sitoutumistaskussa. Mikäli prediktioon voidaan liittää 
proteiinin liike, kuten tässä työssä on tehty, voi sitä mahdollisesti käyttää myös proteiinin 
sisäisiä liikkeitä tutkittaessa. 
 
Huolimatta kemiallisten siirtymien vahvasta korrelaatiosta proteiinin 3D-rakenteen kanssa, 
niitä käytetään rakennetutkimuksessa melko vähän. Syynä on pääasiassa puutteellinen tieto 
rakenteen vaikutuksista siirtymiin: erilaisia vaikutusmekanismeja on huomattava määrä ja 
vaikutukset ovat usein päällekkäisiä. Kemiallisen siirtymän prediktio auttaa osaltaan 
erittelemään eri rakennetekijöiden vaikutuksia siirtymiin. Monessa julkaistuissa 
prediktiomenetelmässä on arvioitu eri tekijöiden vaikutusten suuruutta siirtymiin (Neal ym. 
2003, Iwadate ym. 1999) ja osa menetelmistä on kehitetty jo lähtökohtaisesti vaikutusten 
arvioimista varten (Xu ja Case 2002, Wang 2004). 
 
 
3.2 Prediktiomenetelmät 
 
Kemiallisen siirtymän prediktiomenetelmät voidaan jakaa karkeasti klassisiin, 
kvanttimekaanisiin tai empiirisiin. Näistä kaksi ensimmäistä perustuvat elektronien 
aiheuttaman varjostuksen laskemiseen tutkittaville ytimille erilaisissa ympäristöissä. 
Empiiriset menetelmät sen sijaan perustuvat tietokantahakuihin ja siirtymien tulkitsemiseen 
enemmän rakenteellisten kuin fysikaalisten tekijöiden kautta. Useat nykyisin käytössä olevat 
menetelmät ovat kuitenkin yhdistelmiä edellä mainituista.  
 
 
3.2.1 Klassiset prediktiomenetelmät 
 
Vanhin tapa prediktoida kemiallisia siirtymiä on mallintaa vaikutuksia klassiseen fysiikkaan 
perustuvilla yhtälöillä. Siirtymä lasketaan eri vaikutusmekanismien kuten 
substituenttiefektien, elektrostaattisten vaikutuksien, magneettinen anisotropia ja rengasvirta, 
summana. Nämä vaikutukset sisällytetään siirtymälaskuihin klassisesta fysiikasta ja 
kokeellisesta datasta johdettujen empiiristen yhtälöiden kautta. Proteiineilla 
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substituenttiefektien tilalla voidaan käyttää satunnaislaskostuneiden mallipeptidien havaittuja 
siirtymiä, jolloin dia- ja paramagneettiset termit voidaan jättää pois (Ösapay ja Case 1991).  
 
Useat käytetyt yhtälöt perustuvat jo varhain esitettyihin yhtälöihin esimerkiksi 
elektrostaattisille vaikutuksille (Buckingham 1960) ja magneettiselle anisotropialle 
(McConnell 1957). Buckinghamin yhtälö protoneille (yhtälö 3.1) kuvaa protonin siirtymän 
muutoksen δ sen kokeman sähkökentän E ja sähkökentän sidoksen suuntaisen komponentin 
E2 avulla. Yhtälössä A ja B ovat empiirisesti määritettyjä vakioita.   
 
δ = -AE2 - BE2      (3.1) 
 
McConnellin anisotropiayhtälö (yhtälö 3.2) perustuu ytimeen vaikuttavan sidosdipolin 
etäisyyteen r ja kulmiin θ, sekä sen aiheuttaman anisotropiaan χ. Vaikutus pienenee suhteessa 
etäisyyden kuutioon.  
 
δ = ଵ
ଷ௥య
 [(1-3cos2θx) χxx + (1-3cos2θy) χyy + (1-3cos2θz) χzz]  (3.2) 
 
Rengasvirtojen vaikutuksen laskemiseksi on useissa sovelluksissa käytetty semiempiiristä 
Haigh-Mallionin menetelmää (yhtälö 3.3, Haigh ja Mallion 1980) tai sen johdoksia. Yhtälössä 
B on empiirinen vakio, I on empiirinen vakio, joka kuvastaa erityyppisten renkaiden 
intensiteettiä ja G(r) on geometrinen tekijä, joka kertoo renkaan orientaatiosta kohdeatomiin 
nähden. Geometrinen tekijä määritellään yhtälöllä 3.4, jossa Sij on renkaan atomeista i ja j 
kohdeatomiin piirretyn kolmion ala ja ri ja rj renkaan atomien etäisyydet kohdeatomista: myös 
tässä yhtälössä vaikutus pienenee suhteessa etäisyyden kuutioon. Empiirinen vakio B voidaan 
määrittää myös erityyppisille kohdeatomeille erikseen niiden erilaisen varjostuksen huomioon 
ottamiseksi (Neal ym. 2003). 
 
δ = IBG(r)      (3.3) 
 
ܩሺݎሻ  ൌ ∑ ௜ܵ௝
ଵ
௥౟
య ൅
ଵ
௥ౠ
య ௜௝      (3.4) 
 
Klassisten prediktiomenetelmien heikkoutena on usein happeen tai typpeen sitoutuneiden 
protonien huonohko prediktio, mikä johtuu vetysitoutumisen puutteellisesta huomioimisesta. 
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Tämän vuoksi vetysitoutumiselle on kehitetty omia empiirisiä yhtälöitä (Wagner ym. 1983, 
Wishart ym. 1991) huolimatta siitä, että periaatteessa niiden vaikutus pitäisi välittyä 
anisotropian ja elektrostaattisten vaikutusten kautta. Vastaavasti pääketjun torsiokulmien 
vahvasta korrelaatiosta voi jäädä osia huomioimatta, kun niiden vaikutus otetaan huomioon 
fysikaalisten yhtälöiden kautta. 
 
Pelkästään klassiseen fysiikkaan perustuvien prediktiomenetelmien kehitys on viime aikoina 
vähentynyt. Aiemmin julkaistuilla menetelmillä on kuitenkin saatu kohtuullisia tuloksia. 
Ösapayn ja Casen prediktiomenetelmä (1991), joka käyttää siirtymien laskemiseen 
satunnaislaskostuman siirtymiä, rengasvirtaa, anisotropiatermiä sekä elektrostaattisia ja 
liuotinvaikutuksia, onnistui ennustamaan 1H-siirtymät RMS-arvolla 0,23 ppm.  
 
 
3.2.2 Kvanttimekaaniset menetelmät 
 
Kvanttimekaaniset ab initio -laskut antavat tarkkaa tietoa atomeihin kohdistuvasta 
elektronisesta varjostuksesta ja siten myös kemiallisista siirtymistä. Laskut ovat raskaita 
suorittaa, joten siirtymälaskut tehdään yleensä vain pienille osille jäykkää proteiinia. Tämä 
voidaan perustella tiedolla, että raskaiden atomien ja myös amidiprotonien siirtymiin 
vaikuttavat eniten paikallisrakenne (de Dios ym 1993). Kvanttimekaanisilla menetelmillä 
voidaan tutkia rakenteen ja ympäristön vaikutuksia systemaattisesti ja kontrolloidusti, minkä 
vuoksi niitä voidaan käyttää hyperpintojen luomiseen ja fysikaalisten mallien 
parametrisointiin. Menetelmissä ei siis lasketa suoraan varjostuksia proteiinimalleille, vaan 
niiden lähtökohtana on pikemminkin luoda keinotekoisten mallirakenteiden avulla funktioita 
joiden perusteella lopullinen prediktio tehdään (de Dios ym. 1993, Xu ja Case 2002). 
Esimerkiksi pääketjun vaikutuksia voidaan tutkia laskemalla lyhyelle mallipeptidille 
varjostukset eri torsiokulmien arvoilla (de Dios ym. 1993) tai tutkimalla erityyppisten 
vetysitoutumisien vaikutuksia 1HN-siirtymille lisäämällä malliin lisää vetysidoksia yksi 
kerrallaan (Parker ym. 2006).  
 
Usein kvanttimekaanisten prediktiomenetelmien tarkoituksena on tutkia rakenteellisten 
tekijöiden vaikutusta siirtymiin eikä niinkään luoda menetelmiä jokapäiväiseen käyttöön. Ab 
initio-menetelmillä on tehty kattavia tutkimuksia kaikille pääketjun siirtymätyypeille (de Dios 
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ym. 1993, Xu ja Case 2002), mutta myös tutkittu tarkemmin vaikutuksia vain yhdelle 
siirtymätyypille kuten 13CO-siirtymille (de Dios ja Oldfield 1994), 15N-siirtymille (Le ja 
Oldfield 1996) ja 1HN-siirtymille (Parker ym. 2006, Moon ja Case 2007). Ab initio-
menetelmien etuna on, että niillä saadaan paremmin esiin vain tiettyjen ominaisuuksien 
vaikutus siirtymiin, koska tekijöitä voidaan säädellä yksi kerrallaan eikä kokeellisten mallien 
virheistä tule malliin epätarkkuuksia.  
 
SHIFTS (Xu ja Case 2001) on kattavin uusista kvanttimekaniikkaan perustuvista 
prediktiomenetelmistä: se ennustaa siirtymät 13Cα-, 13Cβ-, 13CO- ja 15N-ytimille. Menetelmä 
perustuu tiheysfunktionaaliteorialla laskettuihin kemiallisiin varjostuksiin kattavalle joukolle 
mallipeptidejä. Näistä varjostuksista lasketaan tietokanta, joka sisältää additiiviset 
siirtymäkorjaukset pääketjun ja sivuketjun torsiokulmien sekä vetysidoksen tyypin ja 
pituuden suhteen. Prediktiossa otetaan huomioon myös sekvenssissä edeltävän ja seuraavan 
aminohapon torsiokulmien vaikutus. Menetelmän puute on, että se ennustaa siirtymät vain 
alueille joilla on säännöllinen sekundäärirakenne: näiden alueiden RMS-arvot ovat 13Cα-
siirtymille 0,97; 13Cβ-siirtymille 1,05; 13CO-siirtymille 1,08 ja 15N-siirtymille 1,94 ppm. 
Menetelmää on laajennettu myöhemmin prediktoimaan myös siirtymät myös 1HN-protoneille, 
jolloin siihen on lisätty kvanttimekaaninen malli myös vetysitoutumisen kulmalle ja kohteelle: 
onko kyseinen vetysidos proteiinin atomien välinen vai onko toisena osapuolena liuottimen 
atomi (Moon ja Case 2007). 
 
 
3.2.3 Empiiriset prediktiomenetelmät 
 
Puhtaasti empiiriset prediktiomenetelmät, jotka perustuvat suurten tietopankkien rakenne- ja 
siirtymädatan käsittelyyn ovat nopeita ja yksinkertaisia. Empiirisissä menetelmissä rakenteen 
vaikutusta siirtymiin tutkitaan pikemminkin konformationaalisten kuin fysikaalisten 
ominaisuuksien suhteen. Empiirisiä prediktiomenetelmiä ovat myös proteiinien sekvenssin 
homologiaan perustuvat menetelmät. Niiden ongelmana on, että ne toimivat hyvin vain jos 
tutkitun proteiinin sekvenssi löytyy tietokannasta (Wishart ym. 1997). Nykyisin ne eivät 
myöskään ole nopeampia kuin muut empiiriset menetelmät, joten niiden kehitys on 
hidastunut. 
 
38 
 
Nykyiset menetelmät pohjautuvat usein kemiallisen siirtymän hyperpintoihin, jotka ovat 
kolmiulotteisia kuvaajia kemiallisesta siirtymästä tai sekundäärisiirtymästä eri 
rakennetekijöiden (esim. pääketjun torsiokulmat, sivuketjun orientaatio, viereisten 
aminohappojen tyyppi) suhteen (Iwadate ym. 1999, Neal ym. 2003, Wang 2004). Lopputulos 
saadaan laskemalla yhteen eri hyperpintojen vaikutukset. Se, miten hyperpinnat 
muodostetaan, vaihtelee menetelmästä riippuen. Hyperpintoja voidaan rakentaa 
kvanttimekaanisesti, klassista mekaniikkaa käyttäen tai suoraan empiirisen datan pohjalta.  
 
SHIFTX (Neal ym. 2003) käyttää prediktioon empiiristä tietokantamenetelmää yhdistettynä 
klassisen fysiikan yhtälöihin. Määritettyjen proteiinirakenteiden ja siirtymien pohjalta 
muodostettiin joukko hyperpintoja. Muuttujina hyperpinnoissa käytettiin pääketjun ja 
sivuketjun torsiokulmien lisäksi aminohappotyyppiä, sekundäärirakennetta sekä vetysidosten 
tyyppiä ja pituutta perusteella. Näistä muodostettiin kullekin prediktoitavalle ytimelle 14 
eniten siirtymiin vaikuttavaa hyperpintaa. Fysikaalisina termeinä prediktiossa olivat mukana 
rengasvirtaa, elektrostaattista vaikutusta ja vetysitoutumista kuvaavat funktiot. Lopullinen 
siirtymä laskettiin lisäämällä satunnaislaskostuman siirtymin fysikaalisten termien ja 
hyperpintojen aiheuttamat vaikutukset. Tietokanta sisälsi 37 proteiinia pääketjun ja 61 
proteiinia sivuketjun siirtymien malleja varten. SHIFTX:n tulokset ovat melko hyviä: 1Hα-
ytimen RMS-virhe menetelmällä on 0,23 ja sivuketjun 1H-ydinten 0,30 ppm. Yleinen 
ongelma kaikilla prediktiomenetelmillä on 1HN-siirtymien huonohkot tulokset: SHIFTX:n 
RMS-virhe on 0,49 ppm. Heteroatomien RMS-virheet olivat 13Cα-ytimille 0,98; 13Cβ-ytimille 
1,10; 13CO-ytimille 1,16 ja 15N-ytimille 2,43 ppm.  
 
PRSI (Preceding Residue Specific Individual; Wang ja Jardetzky 2004, Wang 2004) käyttää 
myös prediktion pohjana pääketjun torsiokulmien hyperpintoja. Menetelmässä hyperpinnat on 
muodostettu kullekin pääketjun atomille niin, että jokaisella aminohappo- ja 
sekundäärirakennetyypillä on omansa. Seitsemän aminohapon hyperpinnat jaettiin vielä osiin 
sivuketjun konformaation (trans, +gauche, -gauche) mukaan. Aminohappokohtaisten 
hyperpintojen rakentaminen vaati suuren tietokannan, joka sisälsi 467 proteiinia. Tuloksissa 
mainitaan RMS-arvot ytimille 13Cα- (1,33 ppm), 13CO- (1,28 ppm) ja 1Hα-ytimille (0,34 
ppm). Toisaalla tuloksissa on vertailtu SHIFTX:n (Neal ym. 2003) ja PRSI:n keskimääräisiä 
RMS-arvoja ja todettu PRSI paremmaksi (SHIFTX 1,30 ja PRSI 1,19 ppm). Yhtä kaikki, 
suunnilleen samoihin tuloksiin päästään joko suuremmalla määrällä proteiinia kuvaavia 
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konformationaalisia ja fysikaalisia tekijöitä (SHIFTX) tai laajemmalla tietokannalla ja 
suuremmalla määrällä hyperpintoja (PRSI). 
 
Empiirisissä menetelmissä joissa prediktio tehdään pelkästään tietokantojen pohjalta, on 
käytetyn matemaattisen menetelmän merkitys suuri. Empiiriset muuttujat voidaan sovittaa 
kemiallisiin siirtymiin monella eri tavalla, kuten edellä mainittujen hyperpintojen avulla, 
pääkomponenttianalyysillä (jota myös tässä työssä käytetään, katso luku 5.3) tai partial least 
squares-sovituksella. Muuttujien ja siirtymien sovittamiseen on mahdollista käyttää myös 
keinotekoisia neuroverkkoja (artificial neural network), kuten PROSHIFT-
prediktiosovelluksessa tehdään (Meiler 2003). Keinotekoiset neuroverkot ovat matemaattisia 
malleja, jotka jäljittelevät aivojen toimintaa. Neuroverkoissa on kolme kerrosta: syöte (input), 
piilotettu (hidden) ja tulostus (output) -kerrokset. Syötekerros sisältää yksiköitä, joille 
annetaan tietoja, jotka mahdollisesti vaikuttavat kysyttyyn tulokseen. PROSHIFTille annetaan 
erilaisia tietoja tutkittavasta atomista ja sitä kovalenttisesti sekä avaruudellisesti ympäröivistä 
atomeista, kuten niiden elektronegatiivisuuksista, van der Waals -säteestä hybridisaatiosta, 
naapurien etäisyyksistä ja niin edelleen. Lisäksi syötteinä annetaan yleisempiä termejä kuten 
lämpötila ja pH sekä kyseessä olevan atomin oman aminohapon ja sekvenssissä seuraavan ja 
edellisen aminohapon torsiokulmat. Piilotettu kerros sisältää neuronit, joissa syötteiden arvoja 
lasketaan yhteen, muokataan erilaisilla funktioilla ja lähetetään tulostuskerrokselle. 
Neuroverkkojen varsinainen opetus tapahtuu optimoimalla syötteiden ja neuronien välisiä 
painokertoimia niin että tulostuskerroksen siirtymät vastaavat mahdollisimman hyvin 
havaittuja. PROSHIFT:in tietokanta sisältää 322 proteiinia. Tuloksissa ei ilmoitettu RMS-
virheitä eri pääketjun ytimille erikseen mutta yhdistettynä 1H-siirtymien RMS-virhe oli 0,3; 
13C-ydinten 1,3 ja 15N-ydinten 2,6 ppm. 
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4. TUTKIMUKSEN TAVOITTEET 
 
NMR-tutkimuksessa tarvitaan poikkeuksetta erilaisia apuohjelmia kokeellisen datan käsittelyä 
varten. Tutkimuksen painottuessa biomolekyylien suuntaan on myös apuohjelmien pystyttävä 
käsittelemään suuria molekyylejä. Tämän opinnäytetyön kokeellisen osan pääasiallinen 
tavoite on laajentaa PERCH-NMR-ohjelmiston kemiallisen siirtymän prediktio toimimaan ja 
antamaan hyviä tuloksia myös proteiineilla. Työn suorituksessa voidaan katsoa olevan kolme 
pääasiallista osa-aluetta: siirtymätietokannan rakentaminen, ohjelman ja 
prediktiomenetelmien kehitys proteiineille sopivaksi ja prediktion testaus ja tulosten 
tarkastelu.  
 
Ensimmäisessä vaiheessa tehdään ensin tarvittavat työkalut empiirisen proteiinidatan 
automaattiselle käsittelylle, jonka jälkeen tietokannan varsinainen rakentaminen voidaan 
aloittaa. Rakennettavan tietokannan tulee olla riittävän laaja, jotta myös vähemmän 
esiintyville aminohapoille ja rakenteille saadaan tarpeeksi kattava malli. Toiseksi, käytetyn 
kokeellisen tiedon on oltava tarkkaa ja hyvin määriteltyä, jotta malliin ei sen vuoksi tule 
vääristymiä. 
 
Seuraava vaihe on kehittää ohjelmaa siten, että suurikokoisten proteiinimallien käsittely on 
mahdollista. Kun tämä on tehty, asetetaan ohjelma käyttämään uutta proteiinitietokantaa 
prediktion pohjana. Koska PERCHin molekyylidynamiikkaa ei ole suunniteltu näin suurille 
molekyyleille, suoritetaan molekyylidynamiikkaosuus AMBER-ohjelmaa (Case ym. 2006) 
käyttäen. Tällöin laskuissa voidaan käyttää myös eksplisiittistä vesimallia ja mallintaa täten 
liuottimen vaikutukset paremmin. Sekä molekyylidynamiikan käyttö tässä mittakaavassa sekä 
liuottimen vaikutuksen huomiointi eksplisiittisesti ovat uusia ominaisuuksia 
prediktiomenetelmissä.  
 
Viimeisessä vaiheessa testataan aikaansaatua mallia ja optimoidaan käytetyt menetelmät 
antamaan parhaat tulokset proteiineille. Lopuksi tarkastellaan tuloksia eri näkökulmista ja 
pohditaan miten tuloksia voitaisiin parantaa. Erityisesti kiinnostavia näkökulmia ovat 
molekyylin liikkeen vaikutukset prediktiotuloksiin sekä kide- ja NMR-rakenteiden vertailu. 
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5. AINEISTO JA MENETELMÄT 
 
 
PERCH-NMR-ohjelmiston kemiallisen siirtymän prediktio perustuu molekyylin rakenteesta 
määritettäviin neliulotteisiin (4D) molekylaarisiin deskriptoreihin. Kolme ulottuvuutta vastaa 
molekyylin 3D-rakennetta ja neljäs ulottuvuus aikaa, jonka suhteen molekyyli liikkuu. 
Deskriptorit ovat muuttujia, jotka kuvaavat molekyylin rakennetta. Tällaisia muuttujia ovat 
esimerkiksi sen atomien varaukset, torsiokulmat, anisotropiatermit ja niin edelleen. 
Deskriptorit keskiarvoistetaan molekyylidynamiikan eli ajan suhteen ja niiden avulla kuvataan 
proteiinin kemialliset siirtymät. Deskriptorit määritellään prediktorissa geometrisista 
parametreista, jotka taas on luotu molekyylimallien ja -dynamiikan perusteella. Nämä mallit 
on haettu Protein Data Bankista (PDB: Berman ym. 2000). Malleja vastaavat kemialliset 
siirtymät on haettu Biological Magnetic Resonance Bankista (BMRB: Seavey ym. 1991). 
Tietokantaa käsitellään tarkemmin luvussa 5.1. Malleille tehtävä molekyylidynamiikka 
tehdään AMBER-ohjelmalla (Case ym. 2006). Dynamiikkalaskuja käsitellään luvussa 5.2. 
Varsinaista kemiallisen siirtymän prediktiota ja siihen liittyviä menetelmiä käsitellään luvussa 
5.3. Tiedon kulku prediktiomenetelmässämme on esitetty kuvassa 5.1. 
 
 
Kuva 5.1. Tiedon kulku.  
 
 
1.rakenteiden korjaus
PDB
-rakenteet -siirtymät
AMBER PERCH
2. molekyylidynamiikka
3. vesikerroslasku
.mms-tiedosto:
-rakenteet, siirtymät
.lib-tiedosto:
-geometriset parametrit
Prediktori 
-deskriptorit 
Prediktiotulos
BMRB
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5.1 Tietokanta 
 
Tässä työssä käyttämämme tietokanta on rakennettu kahden julkisen proteiinitietokannan, 
BMRB:n (Seavey ym. 1991) ja PDB:n (Berman ym. 2000) pohjalta. Näistä ensimmäinen 
sisältää proteiinien NMR-dataa ja jälkimmäinen niiden 3D-rakenteita. Nämä tietokannat ovat 
alojensa tunnetuimmat ja laajimmat edustajat, ja niihin lisättävä tieto on tarkasti validoitua, 
jolloin käyttämämme aineisto on mahdollisimman luotettavaa ja hyvin määriteltyä. Samojen 
tietokantojen pohjalta on viime aikoina toteutettu useita prediktiomenetelmiä (Neal ym. 2003, 
Meiler 2003, Wang 2004). 
 
Proteiinien 3D-rakenteet määritetään pääsääntöisesti kahdella menetelmällä: 
röntgenkristallografialla ja NMR-spektroskopialla. Kemiallisen siirtymän prediktion kannalta 
näissä menetelmissä on muutamia eroavaisuuksia, jotka on syytä ottaa huomioon. 
Useimmissa tietokantoihin perustuvissa prediktiomenetelmissä on rakenteina pääsääntöisesti 
käytetty kiderakenteita (Iwadate ym. 1999, Neal ym 2003). Valinta on tehty pääasiassa 
kiderakenteiden paremman resoluution vuoksi: kiderakenteille resoluutio on helposti 
määriteltävissä, jolloin voidaan prediktiotietokantoihin valita vain esimerkiksi <2,0 Å 
rakenteet.  Vaikka NMR-rakenteille ei voi määrittää resoluutiota kiderakenteiden tapaan, on 
keskimääräisen NMR-rakenteen resoluution arvioitu olevan noin 3 – 3,5 Å (Neal ym. 2003). 
NMR-rakenteilla on kuitenkin prediktion kannalta muita hyviä ominaisuuksia. Liuos- ja 
kiderakenteissa on aina eroja etenkin sivuketjujen orientaatioissa: kun siirtymät ja rakenteet 
ovat peräisin samasta tutkimuksesta, ne vastaavat parhaiten toisiaan. Tutkimuksessa, jossa 
verrattiin kide- ja NMR-rakenteita toisiinsa, havaittiin säännollisessä sekundäärirakenteessa 
olevien atomien välisen RMSD:n olevan suurempi kuin NMR-rakenteiden 
konformaatiojoukon konformaatioiden välisen RMSD:n. Keskimäärin kiderakenteen ja NMR-
rakenteiden keskiarvorakenteen välinen RMSD oli 1,0 Å säännöllisen sekundäärirakenteen 
atomeille ja 1,4 Å kaikille atomeille. Erojen epäiltiin johtuvan fysikaalisista syistä kuten 
kiderakenteen molekyylien välisistä stabiloivista vuorovaikutuksista tai erilaisista 
menetelmällisistä syistä. Sen sijaan repulsiivinen kidepakkautuminen näytti vaikuttavan 
odotettua vähemmän (Andrec ym. 2007). 
 
NMR-rakennetiedostoissa on valmiiksi vetyatomien paikat määriteltyinä. Tästä on hyötyä 
etenkin histidiinien kohdalla, koska ne voivat protonoitua useammalla eri tavalla. Myös 
NMR-rakenteiden useasta konformaatiosta voi olla hyötyä: parhaan rakenteen sijasta 
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voitaisiin käyttää koko konformaatiojoukkoa prediktion pohjana (katso kuva 3). 
Kiderakenteiden etuna ovat niissä mukana olevat kidevedet. Kidevesistä on hyötyä 
eksplisiittistä vesimallia käytettäessä. Tälloin osa liuotinvesistä on jo valmiiksi oikeilla 
paikoillaan eikä niiden tarvitse uida paikoilleen tasapainotuslaskujen aikana.  
 
Tietokantaan tulevien proteiinien valinnassa käytettiin osittain samoja periaatteita kuin 
tunnettujen prediktio-ohjelmien tietokannoissa (esim. Neal ym. 2003, Wang 2004). Periaatteet 
liittyvät siirtymädatan luotettavuuteen: standardointi tulee olla suoritettu IUPAC:in 
suosituksia käyttäen (IUPAC 1998), proteiineissa ei saa olla mukana ligandeja eikä 
paramagneettisia aineita ja julkaistuissa rakenteissa ei saa olla puuttuvia tai epävarmoja 
alueita. Tietokannan kattavuuden varmistamiseksi proteiineissa tuli olla tasaisesti kaikkia eri 
sekundäärirakenteita (α-kierre, β-laskos, satunnaislaskos).  
 
Eksplisiittisellä vesimallilla suoritettavien molekyylidynamiikkalaskujen hitauden takia 
päätimme rajoittaa käytettävien proteiinien koon keskimäärin sataan aminohappoon. 
Pienemmät rakenteet ovat useimmiten myös paremmin määriteltyjä. Tietokantaan etsittiin 
sekä NMR-kokeilla (18 kpl) että röntgenkristallografialla (11 kpl) määritettyjä 
proteiinirakenteita. Mahdollisimman hyvän tarkkuuden varmistamiseksi sekä rakenteissa että 
siirtymissä käytetyt NMR-rakenteet pyrittiin valitsemaan mahdollisimman uusista 
tutkimuksista. Kuitenkin päätettiin ottaa mukaan muutamia vanhempia, mutta paljon tutkittuja 
ja tunnettuja rakenteita, kuten BPTI ja ubikitiini. Kymmenelle tietokannan proteiinille etsittiin 
sekä NMR- että röntgenkristallografialla määritetyt rakenteet, jotta niiden eroja voitiin testata 
(katso luku 6.3). Mikäli käytetyissä NMR-rakenteissa oli julkaistu useampi konformaatio, 
valittiin niistä malliin julkaisijan parhaaksi ilmoittama. 
 
Jotta saataisiin mahdollisimman paljon siirtymiä mahdollisimman pienellä määrällä 
molekyylejä, pyrittiin tietokantaan ottamaan proteiineja, joissa siirtymä on ilmoitettu kaikille 
ytimille (1H, 13C ja 15N) sekä mahdollisimman monelle atomille. Tietokannan lopullinen koko 
päätettiin rajoittaa noin 12 500 1H-siirtymään. Näiden mukana tietokantaan kertyi noin 8 000 
13C- ja 2 500 15N-siirtymää. Tietokantaan syötetyt proteiinit koodinumeroineen ja muine 
tietoineen on esitetty taulukossa 5.1.  
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Taulukko 5.1. Tietokannan proteiinit ja niiden tiedot. 
Proteiini 
Siirtymien 
julkaisu-
vuosi 
PDB- 
koodi
(NMR)
PDB-
koodi 
(kide) 
BMRB-
koodi 
Koko 
(ah) 
1H-
Siirtymiä 
Rakennea
A219 IgG binding domain 2005 1ZXG  6680 59 331 α 
Barnase 2001 1FW7 1A2P 4964 110 659 α+β 
BlaI-NTD 2003 1P6R  5873 82 421 α+β 
BPTI 1992 1PIT 5PTI 48 58 328 α+β 
CPI-17 inhibitory domain 2001 1K5O  5175 86 505 α 
cpSRP43 chromo1-domain 2005 1X32  6589 47 199 C 
G311 IgG binding domain 2005 1ZXH  6679 56 287 α+β 
HHR23A UBA2-domain 2000 1DV0  4757 47 261 α 
HIV-1 protease 2003 1Q9P 2NMW 5967 95 89 β 
HOP 2006 2HI3  7203 76 382 α 
HPr I14A mutant 2004 1TXE  6254 88 482 α+β 
Human prion protein 2000 1QM2  4379 112 667 α 
IL-15Rα sushi domain 2006 2ERS  6882 66 379 β+C 
Lysozyme 2001  1LZ1 5130 130 606 α 
MSP (porcine) 2005 1XHH  5565 94 517 β 
P-30 1999 1PU3 1ONC 4371 105 360 α+β 
Profilin 1993 1PFL 1FIK 4082 139 773 α+β 
PrsA PPIase domain 2006 1ZK6  6601 93 554 α+β 
Pyrophosphokinase 1999 2F63 1HKA 4299 158 692 α+β 
Ribonuclease Sa 1999 1C54 1RGE 4259 97 531 α+β 
Sda 2006 1PV0  5847 46 293 α 
TonB CTD 2005 1XX3 1U07 6375 89 545 α+β 
TRAP TSR-domain 2006 2BBX  6865 49 276 β+C 
Troponin C 1998 1BLQ 1TOP 4401 90 444 α 
Ubiquitin 1998 1D3Z 1UBQ 6457 76 397 α+β 
X11a PDZ domain 2005 1Y7N  6113 90 460 α+β 
X4 2005 1YO4  6824 87 442 β 
Xc975 2005 1XS3  6358 80 408 α+β 
ZASP PDZ domain 2004 1RGW  5696 85 481 α+β 
        
a) Pääasiallinen sekundäärirakenne: α-kierre, β-laskos, C=satunnaislaskostuma. 
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Tietokannan rakentaminen tapahtui seuraavasti: 
 
1. Ladattiin BMRB:stä siirtymätiedostot (teksti) ja PDB:stä rakennetiedostot (.ent). 
 
2. Lisättiin rakenteisiin niistä mahdollisesti puuttuvat atomit AMBERiin kuuluvalla leap-
ohjelmalla. 
 
3. Muutettiin rakennetiedostot PERCH:n .mms-tyyppisiksi ja nimettiin NMR-ryhmät PDB:n 
atominimiä vastaaviksi siten, että ryhmän nimet ovat muotoa NNNAXXXX, joissa NNN 
on aminohappotähteen numero, A aminohappotähteen yksikirjaiminen tunnus ja XXXX 
atomin nelikirjaiminen nimi. 
 
4. Lisättiin .mms-tiedostoihin BMRB:n siirtymätiedostoista kemiallisten siirtymien arvot 
sekä NMR-näytteen pH. 
 
BMRB:n tiedostoissa siirtymät on luokiteltu mahdollisten virheassignointien varalta. Otimme 
tietokantaamme täysin varmojen siirtymien lisäksi vain ne siirtymät, joissa mahdollinen 
virheassignointi oli geminaalisella pro-S/pro-R -tasolla. Epävarmat assignoinnit merkittiin 
tiedostoihin, jotta ne voitiin käsitellä prediktiovaiheessa erikseen. 
 
Tietokannan rakentamisesta pyrittiin tekemään mahdollisimman automaattista käytön 
helpottamiseksi ja käyttäjävirheiden välttämiseksi. Tätä varten ohjelmoitiin PERCH:in MMS 
(Molecular modelling software)-ohjelmaan mahdollisuus avata .pdb-tiedostoja sekä toiminto 
joka nimeää NMR-ryhmät automaattisesti. Siirtymien lisäämistä varten ohjelmoitiin erillinen 
konsoliohjelma. 
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5.2 Molekyylidynamiikka 
 
Molekyylidynamiikkalaskut tehtiin AMBER 9 -ohjelmistolla (Case ym. 2006). Ennen 
laskujen aloittamista PDB:n rakennetiedostoja jouduttiin yleensä muokkaamaan. 
Röntgenkiderakenteet eivät yleensä sisällä lainkaan vetyatomeja, joten ne lisättiin leap-
ohjelmalla. Leap tarkistaa myös muuten proteiinimallista mahdollisesti puuttuvat atomit, joten 
korjaus tehtiin myös NMR-rakenteille. Rikkisillat jouduttiin lisäämään käsin 
rakennetiedostoihin, samaten histidiinien protonaatio arvioitiin rakenteen perusteella, mikäli 
protoneita ei ollut mallissa mukana. Muita rakennetiedostoille tehtyjä korjauksia olivat 
esimerkiksi ylimääräisten liuotinmolekyylien poisto tai monomeerin irrotus 
röntgenkiderakenteesta. 
 
Dynamiikkalaskuissa oli käytössä proteiineille tarkoitettu ff99SB-voimakenttä (Hornak ym. 
2006), joka on laajennus yleisesti käytetyille ff94 ja ff99-voimakentille. Voimakentässä on 
korjattu pääketjun torsiokulmatermejä, jotta sekundäärirakenteet olisivat paremmin 
tasapainossa keskenään. Käytössä oli 11 Å (minimietäisyys molekyylin reunasta laatikon 
reunaan) periodinen liuotinlaatikko. Vesimolekyylien lisäksi liuotinboksiin lisättiin 
tarpeellinen määrä Na+ tai Cl- -ioneja proteiinin kokonaisvarauksen neutraloimiseksi. 
 
Molekyylidynamiikkalasku koostui viidestä eri vaiheesta: 
 
1. Systeemin minimointi 
Minimoitiin systeemi steepest descent-algoritmilla. Proteiinin raskailla atomeilla oli 
laskussa 0,5 (kcal/mol-Å2) paikkarajoite. 
 
2. Liuottimen ja ionien lämmitys 
Laskettiin 11,25 ps pituinen molekyylidynamiikkalasku vakiotilavuudessa, jossa 
liuottimen ja ionien lämpötila nostettiin 300 kelviniin. 
 
3. Systeemin minimointi 
Minimoitiin systeemi uudelleen. 
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4. Tasapainotusajo 
Laskettiin 11,25 ps mittainen molekyylidynamiikkalasku vakiopaineessa. Proteiinin 
sivuketjujen raskaat atomit vapautettiin: rajoite säilytettiin vain pääketjulla atomeilla 
(N, Cα, CO). Tasapainotusajon tarkoituksena on saada vesimolekyylit oikeille 
paikoilleen proteiinin ympärille.  
 
5. Tuotantoajo 
Poistettiin proteiinilta kaikki rajoitteet. Laskettiin tuotantoajo.  
 
Tuotantoajot olivat 150 ps pitkiä ja käytössä oli 1,5 fs aika-askel, jolloin yhden laskun pituus 
oli 100 000 aika-askelta. Laskun ajalta tallennettiin 400 konformaatiota, jolloin yksi 
konformaatio tuli tallennetuksi 500 aika-askeleen (0,375 ps) välein. Näihin konformaatioihin 
otettiin mukaan myös liuotinmolekyylien koordinaatit vesikerroslaskua varten.  Tallennetuista 
konformaatioista käytettiin prediktiossa vain kaksi viimeistä kolmannesta (yhteensä 233 
konformaatiota) laskun alussa esiintyvien mahdollisten tasapainotusongelmien välttämiseksi: 
proteiinien pääketjun rajoite poistetaan vasta tuotantoajon alussa. Vertailun vuoksi kokeiltiin 
osalle proteiineja myös viisi kertaa pidempää (750 ps) laskua. Kuitenkin trajektoritiedostojen 
suuren koon vuoksi konformaatioita kerättiin sama määrä. Tällöin yksi konformaatio kerättiin 
2500 aika-askeleen (1,875 ps) välein. 
 
 
 
 
Kuva 5.2. Vesikerrosanalyysi 
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Molekyylidynamiikkalaskun jälkeen tehtiin trajektorianalyysi kunkin atomin 
liuotinympäristön selvittämistä varten AMBERin ptraj-ohjelmalla. Ohjelman watershell-
komennolla laskettiin HN- ja Hα-atomien ensimmäisen (3,4 Å) ja toisen (5,0 Å) 
liuotinkerroksen sisältämät vesimolekyylien happiatomit kussakin tallennetussa 
konformaatiossa (kuva 5.2). Lopuksi vesimolekyylien määrä keskiarvoistettiin 
konformaatioiden kesken. Tämä tieto kertoo atomin sijainnista proteiinissa: onko se proteiinin 
sisällä vai liuottimen kanssa kosketuksissa.  
 
Julkaistuissa proteiinirakenteissa on aina virheitä tai epätarkkuuksia, joilla osa huonoista 
prediktiotuloksista selittyy. Suurimmat virheet tulevat virheellisistä rengasvirroista tai 
puuttuvista vetysidoksista. Malleja pyrittiin korjaamaan dynamiikan aikana annetuilla 
rajoitteilla, mikäli virhelähteet nähtiin selvästi. Rajoitteet määritettiin seuraavan protokollan 
mukaisesti AMBERin makeDIST_RST-ohjelmalla: 
 
1. Tutkittiin proteiinimalleista yli 1,0 ppm prediktiovirheet silmämääräisesti. 
 
2. Mikäli virhe oli negatiivinen (havaittu < laskettu) ja virheellisen protonin lähellä oli 
aromaattinen rengas, lisättiin protonin ja renkaan keskipisteen välille etäisyysrajoite, 
jonka pituus oli pituudeltaan noin 25 % lyhyempi kuin protonin ja renkaan 
alkuperäinen etäisyys. Tapauksissa, joissa etäisyysrajoitteen kohde on usean atomin 
keskipiste, makeDIST_RST lisää etäisyyksiin 20 %. Rajoitteen tavoitteena on pitää 
aromaattisen renkaan etäisyys virheelliseen protoniin nähden vakiona laskun aikana. 
 
 
3. Mikäli virhe oli positiivinen (havaittu > laskettu) ja virheellinen protoni oli 
mahdollinen vetysidosluovuttaja ja virheellisen protonin lähellä oli mahdollinen 
vetysidosvastaanottaja (pääketjun tai sivuketjun karbonyyli tai sivuketjun 
karboksylaattianioni), lisättiin protonin ja vetysidosvastaanottajan välille vetysidosta 
vastaava 1,8 tai 2,0 Å etäisyysrajoite. 
 
4. Mikäli virheellinen protoni kuului CH2-ryhmään ja näiden protonien havaitut siirtymät 
keskenään vaihtamalla oli mahdollista pienentää virhettä huomattavasti, näin tehtiin. 
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5. Tehtiin prediktio uudelleen korjatuille rakenteille. Tämän jälkeen poistettiin kaikki 
rajoitteet joista ei ollut merkittävää hyötyä (prediktiotulos ei parantunut yli 0,5 ppm), 
käytiin läpi mahdolliset uudet yli 1,0 ppm virheet ja laskettiin prediktio vielä 
kertaalleen. 
 
Annettu etäisyysrajoite oli atomien välisen etäisyyden yläraja. Alarajana käytettiin 1,8 Å, joka 
on yleisesti käytetty lyhyin vdW-etäisyys kahden atomin välillä. Etäisyyden ollessa ylä- ja 
alarajan välillä ei etäisyysrajoite ollut voimassa. Mikäli etäisyys kasvoi tai lyheni rajan ylä- tai 
alapuolelle, oli atomien välillä voimassa harmoninen 20,0 kcal/mol*Å2 etäisyysrajoite. Jos 
etäisyys kasvoi tai lyheni yli 0,5 Å rajojen ylä- tai alapuolelle, jatkui rajoite tämän jälkeen 
lineaarisena kulmakertoimen ollessa sama kuin harmonisen voiman paraabelin tangentilla 
näiden etäisyyksien kohdalla. Rajoitelasku oli muuten samanlainen kuin yllä esitelty normaali 
molekyylidynamiikkalasku. Sopivia rajoitteita löydettiin 22 proteiinille, 1–4 kappaletta 
proteiinia kohti. 
 
Kohdennetulla molekyylidynamiikkalaskulla (Targeted MD) tutkittiin proteiinin 3D-
rakenteen rikkoutumisen vaikutusta prediktion tarkkuuteen. Laskussa tehtiin 
tasapainotusvaiheet (1–4) kuten yllä on mainittu, mutta tuotantoajon tilalle vaihdettiin 
kohdennettu lasku. Targeted MD-laskuissa voidaan rakenne pakottaa vastaamaan tiettyä 
kulloisenkin rakenteen ja alkuperäisrakenteen RMSD (Root Mean Square Distance)-arvoa: 
rakenteiden välillä on pakote, mikäli niiden RMSD poikkeaa halutusta. RMSD on kahden 
rakenteen atomien etäisyyksien neliöiden keskiarvon neliöjuuri, eli se kertoo rakenteiden 
eroavaisuuksista. Laskussa tehtiin ensin 30 ps mittainen lasku jossa rakenne pakotettiin 
vastaamaan mahdollisimman hyvin kokeellista rakennetta (pääketjun RMSD ≈ 0 Å). Tämän 
jälkeen rakenne hajotettiin pakottamalla pääketjun RMSD kasvamaan hitaasti 20 Å:iin 900 ps 
laskun aikana. Hajotuslaskun aikana tallennettiin 2400 konformaatiota. Laskun tuloksista 
tehtiin prediktoitavat mallit kahdella tavalla. Ensimmäinen tapa oli ottaa laskusta yksittäisiä 
konformaatiota ja laskea niille lyhyt 50 askeleen minimointilasku (vrt. normaalin 
dynamiikkalaskun vaihe 1). Toinen tapa oli ottaa koko laskusta 150 ps mittaisia osia ja tehdä 
prediktio niiden kaikille tallennetuille konformaatioille kuten tavallisissa laskuissa.  
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5.3 Prediktio 
 
5.3.1 Prediktioalgoritmi 
 
Protonin kemiallinen siirtymä voidaan ilmoittaa yhtälöllä 
 
δi  =   δk°  +  n Pn  <Xn>     (5.1) 
 
Yhtälössä δk° on protoniluokan siirtymän perusarvo. Sen lisäksi protoniin vaikuttaa n termiä. 
Termit koostuvat deskriptorimuuttujan numeerisesta 4D-arvosta X (4D: keskiarvoistettuna 
konformaatioavaruuden suhteen) ja painokertoimesta P. Kun yhtälöön 5.1 sijoitetaan havaittu 
siirtymä δi, muodostaa se lineaarisen yhtälöryhmän josta painokertoimet Pn ja siirtymän 
perusarvo δk°  voidaan ratkaista matriisialgebran avulla. Matriisimuotoon kirjoitettuna 
jokainen kemiallinen siirtymä δi kuvataan n-ulotteisella vektorilla, joka vastaa matriisin 
vaakariviä. Vaakarivin alkiot ovat täten deskriptorimuuttujien arvoja <X>, ts. n-ulotteisen 
paikkavektorin ulottuvuuksien komponentteja. Kun tämän matriisin D transpoosi Dt kerrotaan 
alkuperäisellä matriisilla D transpoosilla, saadaan niin sanottu normaaliyhtälöt DtD. Tällaisen 
matriisin alkiot kuvaavat kahden deskriptorimuuttujan korrelaation vahvuutta, sillä ne ovat 
alkuperäisten deskriptorivektorien keskinäisiä pistetuloja. Painokertoimet Pn sijoitettuna 
vektoriin P saadaan yhtälöllä 
 
P = (DtD)-1 DtO,     (5.2) 
 
joka on matriisimuodossa pienimmän neliösumman ratkaisu P:lle. Yhtälössä O on 
pystyvektori joka sisältää havaitut kemialliset siirtymät δi.  
 
Tällaisenaan ratkaisu (yhtälö 5.2) on kuitenkin hyödytön, koska monet deskriptorit korreloivat 
vahvasti keskenään, mikä johtaa monenlaisiin ongelmiin. Keskenään korreloivat parametrit 
poistetaan pääkomponenttianalyysillä (Principal Component Analysis, PCA). Kun 
pääkomponenttianalyysin avulla ratkaistaan alkuperäisten deskriptorien painokertoimet, 
kutsutaan menetelmää pääkomponenttiregressioksi (Principal Component Regression, PCR). 
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Pääkomponenttianalyysissä DtD -matriisi diagonalisoidaan. Tämän diagonaalimatriisin 
diagonaalin alkiot ovat matriisin DtD ominaisarvoja λ. Lisäksi saadaan sen ominaisvektorit 
EVn. Pääkomponentit X’n ovat alkuperäisten muuttujien lineaarikombinaatioita yhtälön 5.3 
mukaisesti. Yhtälössä 5.3 a:t ovat kertoimia, jotka kertovat kuinka paljon kustakin 
alkuperäisestä muuttujasta on mukana kussakin pääkomponentissa. Kertoimet an saadaan 
matriisin DtD ominaisvektoreista EV. Pääkomponentit X’ ovat keskenään ortogonaalisia 
(toisiaan vastaan kohtisuorassa). 
 
X’1 = a1X1 + a2 X2 + … + anXn    (5.3) 
 
Pääkomponentit järjestetään niin, että ensimmäinen pääkomponentti sisältää suurimman 
mahdollisen varianssin, mikä aineiston joukosta löydetään. Toinen pääkomponentti, joka on 
ensimmäistä vastaan kohtisuorassa, sisältää toiseksi suurimman varianssin ja niin edelleen. 
Kaksiulotteisessa koordinaatistossa tämä voidaan kuvata niin, että xy-koordinaatisto 
käännetään pääkomponenttien suuntaiseksi (kuva 5.3). Varianssit saadaan matriisin DtD 
ominaisarvoista λn.  
 
 
 
Kuva 5.3. Pääkomponenttianalyysi xy-koordinaatistossa. PK=pääkomponentti. 
 
 
 
-6
-4
-2
0
2
4
6
-6 -4 -2 0 2 4 6
PK1
PK2
52 
 
Koska pääkomponenttianalyysin tavoitteena on korrelaatioiden poistamisen lisäksi myös 
pienentää muuttujien määrää eli mallin dimensiota, käytetään pääkomponenttien valinnassa 
kynnysarvoa (threshold). Pääkomponentit, joiden ominaisarvot λ ovat kynnysarvoa 
pienempiä, jätetään mallin ulkopuolelle. Threshold-arvo optimoitiin prediktion testauksen 
aikana antamaan parhaat prediktiotulokset. Lopullinen laskettu siirtymä δcalc lasketaan 
alkuperäisten muuttujien eikä pääkomponenttien perusteella ratkaisemalla alkuperäisten 
muuttujien painokertoimet P uudelleen pääkomponenteista. Tätä kutsutaan 
pääkomponenttiregressioksi ja sen etuna on, että kunkin alkuperäisen muuttujan tarkka 
vaikutus saadaan selville pääkomponenttien vaikutuksen sijasta. 
 
Itse prediktio tapahtuu viidessä eri vaiheessa. Ensimmäinen vaiheessa pääkomponentit X’n ja 
havaitut siirtymät δcalc ratkaistaan suoraan alkuperäisestä siirtymä- ja deskriptorimatriisista 
ilman muita toimenpiteitä.  Tämän prediktion tuloksesta poistetaan sellaiset siirtymät, joiden 
havaitun ja lasketun välinen virhe on suurempi kuin kyseisen protoniluokan hylkäämiskriteeri 
(taulukko 6.3) kerrottuna kahdella. Toisessa vaiheessa siirtymät lasketaan uudestaan kun 
nämä huonot siirtymät on poistettu.  
 
Kolmannessa vaiheessa muodostetaan deskriptorien joukosta uusia korrelaatiomuuttujia. 
Tämä tapahtuu kertomalla deskriptoreja keskenään. Uusista muuttujista XiXj tutkitaan mitkä 
niistä korreloivat merkittävästi prediktiotuloksen kanssa, ja lisätään ne tämän jälkeen malliin 
niin, että yhteensä alkuperäisiä ja uusia muuttujia tulee 500 kappaletta. Korrelaatioita 
etsintään ja lisätään kahdesta neljään kertaa. Kierroksia tehdään useita, koska myös uudet 
muuttujat voivat korreloida alkuperäisten kanssa niin, että pääkomponenttianalyysin täytyy 
poistaa ne.  
 
Neljännessä vaiheessa prediktio tapahtuu protoniluokittain. Tätä kutsutaan lokaaliksi 
pääkomponenttianalyysiksi. Yhtälöt muodostetaan protoniluokka kerrallaan, niin että muiden 
luokkien painokertoimia pienennetään. Täten vaiheessa neljä tehdään yhdeksän 
prediktiokierrosta. Toisistaan selvemmin erilaiset luokat painotetaan kauemmaksi toisistaan, 
esimerkiksi CH3-protoneja tutkittaessa HN-protonien deskriptoreja ei huomioida juurikaan. 
Sen sijaan CH2-protonien, jotka ovat kemiallisesti lähellä CH3-protoneja, deskriptorit otetaan 
hyvin pitkälti mukaan tuloksiin. Painokertoimet ovat intuitiivisia arvioita eri ryhmien 
keskinäisistä etäisyyksistä ja ne on ilmoitettu käänteislukuina: mitä suurempi kerroin on, sitä 
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pienemmäksi luokka painotetaan. Painokertoimet on määritelty molemmin päin: esimerkiksi 
CH3-protonit näkevät HN-protonit painokertoimella kymmenen, mutta HN-protonit näkevät 
CH3-protonit painokertoimella viisi. Tällöin voidaan ryhmiä painottaa tarpeen mukaan eri 
tavoilla. Painokertoimet on esitetty taulukossa 5.2. 
 
Taulukko 5.2. Protoniluokkien väliset painokertoimet lokaalissa pääkomponenttianalyysissa. 
Vertailtava 
luokka 
Tutkit- 
tava luokka 
CH3 CH2β CH2 Hα CH 
CH2-
Pro 
HN HX Arom. 
CH3 - 2 2 3 3 4 10 10 8 
CH2β 2 - 1 3 3 2 10 10 8 
CH2 3 1 - 3 3 2 10 10 8 
Hα 3 2 2 - 1 3 10 10 8 
CH 3 3 3 2 - 3 10 10 8 
CH2-Pro 4 2 2 3 3 - 10 10 8 
HN 5 5 5 5 8 8 - 3 8 
HX 5 5 5 5 8 8 3 - 8 
Aromaattiset 8 8 8 8 8 8 8 8 - 
 
Prediktion viides ja viimeinen vaihe tapahtuu kNN (k Nearest Neighbors)-menetelmällä eikä 
pääkomponenttianalyysillä. Menetelmä etsii jokaiselle tutkittavalle protonille tietokannasta 
sen k lähintä naapuria eli sellaiset protonit, joiden deskriptorivektorit ovat alkuperäisten 
muuttujien muodostamassa avaruudessa lähimpinä. Näiden naapurien prediktiovirheitä 
verrataan toisiinsa. Mikäli naapureilla on samansuuntainen- ja suuruinen virhe, voidaan 
olettaa myös tutkittavalla protonilla olevan kyseinen virhe. Virhe korjataan lisäämällä 
tutkittavan protonin siirtymään sen naapurien virheen vastaluku, jolloin tutkitun protonin 
siirtymä korjautuu naapurien keskimääräisen virheen verran. Tällä pyritään korjaamaan 
mallista systemaattisia virheitä. Prediktiomenetelmää kehitettäessä kNN-menetelmä toimii 
myös puolittaisena validointimenetelmänä, koska siinä kulloinkin tutkittava proteiini ei ole 
mukana mallissa. Viidennen vaiheen tilalla on mahdollista käyttää myös fokusoitua 
pääkomponenttianalyysiä, jolloin jokaiselle tutkittavalla protonille tehtäisiin oma malli. Tämä 
ominaisuus ei ole tällä hetkellä käytössä. 
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Jokaisen prediktiovaiheen jälkeen suoritetaan muutamia toimintoja. Ensimmäinen näistä on 
mahdollisten geminaalisten virheassignointien tarkastus. Tarkastus tehdään tutkimalla 
parantaisiko geminaalisten protonien havaittujen siirtymien keskenään vaihtaminen 
molempien protonien prediktiovirhettä merkittävästi. Jos näin on, siirtymät vaihdetaan. Mikäli 
protonien assignoinnit on BMRB-tietokannassa merkitty epävarmoiksi, käytetään löysempää 
kriteeriä. Jokaisen vaiheen jälkeen lasketaan myös prediktion tulos. Tuloksessa ilmoitetaan 
prediktiovirheiden keskiarvo, RMS-virhe ja R2-korrelaatio sekä koko siirtymäjoukolle että 
protoniluokittain. Tämän lisäksi vaiheiden jälkeen jätetään jokaisesta siirtymäluokasta tietty 
osa mallin ulkopuolelle. Poisjättökriteeri on säädetty niin että enintään 5 % prediktion 
lopputuloksen siirtymistä jätetään pois. Tämä tehdään sillä oletuksella, että noin 5 % 
julkaistujen proteiinimallien rakenteista tai siirtymistä on merkittävästi virheellisiä, eikä niitä 
kannata ottaa mukaan huonontamaan mallia. Lopullisessa prediktiossa käytetyt kriteerit eri 
protoniluokille on esitetty taulukossa 6.3. 
 
Prediktiotulosten validoimikseksi käytettiin Leave-One-Out-menetelmää. Menetelmässä yksi 
proteiini jätetään aina mallin ulkopuolella ja prediktoidaan sen siirtymät muiden proteiinien 
perusteella. Täten estetään proteiinin siirtymien prediktio sen omien siirtymien perusteella. 
Leave-One-Out-menetelmä antaa siten todellisemman kuvan prediktiotuloksesta, kun 
tutkittavan proteiinin siirtymät ovat entuudestaan tuntemattomia, kuten tositilanteissakin. 
Leave-One-Out-menetelmän lopulliset tulokset laskettiin prediktoimalla koko tietokannan 
proteiinit kukin erikseen ja laskemalla tulokset yhteen siirtymien määrän mukaan 
painotettuina. 
 
5.3.2 Geometriset parametrit 
 
PERCH -NMR-ohjelmiston kemiallisen siirtymän prediktion pohjana on joukko geometrisia 
parametreja, jotka luodaan proteiinimalleista ja niille tehtävästä molekyylidynamiikasta. 
Parametritiedostoon (.lib-tiedosto, katso kuva 5.1) kirjoitetaan taulukon 5.3 mukaiset tiedot. 
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Taulukko 5.3. Geometriset parametrit.  
Atomikohtaiset tiedot Lisätietoja 
Alkuaine  
Atomityyppi Muokattu MMFF94 (Halgren 1996) -atomiluokittelu 
Havaittu kemiallinen siirtymä  
NMR-ryhmittely 
Proteiineilla vain metyylit ja aromaattisten 
renkaiden symmetriset atomit saavat samat 
siirtymät 
Ympäröivät atomit 
Maksimietäisyys 7,5 Å, Aromaattisten renkaiden 
välisille vuorovaikutuksille 15 Å 
Ympäröivät sidokset Maksimietäisyys 5,0 Å 
Ympäröivät aromaattiset renkaat Ei maksimietäisyyttä 
Ympäröivät vapaat elektroniparit (O: ja N:) Ei maksimietäisyyttä 
Tieto atomin kovalenttisista naapureista  
Enintään neljä sidosta vedyille ja kuusi sidosta 
raskaille atomeille, kaikki mahdolliset polut 
Tieto, onko atomi aromaattisessa renkaassa   
Vesikerrostermi Katso luku 5.2 
  
Sidoskohtaiset tiedot  
Sidospituus ja -kulmat  
Sidoskertaluku Yksinkertainen-, kaksois- tai aromaattinen sidos 
Torsiokulmat  
  
Yleiset tiedot  
Atomien määrä  
Konformaatioiden määrä  
Pyörivien sidosten määrä  
Sidosten määrä  
Liuotin Proteiineilla aina D2O 
pH, ionivahvuus, konsentraatio Vain pH käytössä 
 
 
Geometristen parametrien tarkoitus on kuvata molekyylin rakennetta mahdollisimman 
täydellisesti. Varsinaisten kemiallista siirtymää kuvaavien deskriptorien määrittely tapahtuu 
kuitenkin vasta prediktorissa (kuva 5.1). Geometriset parametrit sisältävät jokaiselle atomille 
ne tiedot sen kemiallisesta ja konformationaalisesta ympäristöstä, joiden arvioidaan 
vaikuttavan sen siirtymiin. Parametritiedostojen koon pienentämiseksi ja laskujen 
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nopeuttamiseksi osassa termejä käytetään maksimietäisyyksiä (ns. cutoff-arvoja), joita 
kauempana olevat rakenteet jätetään kirjoittamatta. Tämä on perusteltua koska useat 
vuorovaikutukset, kuten vdW-vaikutukset, heikkenevät nopeasti etäisyyden kasvaessa. 
Geometrisia parametreja kirjoitettaessa otetaan huomioon myös molekyylin liike. 
Käytännössä tämä tarkoittaa parametritiedostoon kirjoitettavien tietojen keskiarvoistamista 
molekyylidynamiikan konformaatioiden suhteen.  
 
5.3.3 Protonien luokittelu 
 
Prediktori luokittelee protonit taulukon 5.4 mukaisesti. Luokittelu on proteiineja varten 
riisuttu ja muokattu versio PERCH:in pienten molekyylien vastaavasta luokittelusta. 
Pääketjun protonit luokitellaan omiin ryhmiinsä (Hα ja HN). Sivuketjujen atomeja ei 
luokitella erikseen β-aseman CH2-ryhmiä pidemmälle sijainnin perusteella, koska loput 
sivuketjujen protonit sijaitsevat hyvin erilaisissa kemiallisissa ympäristöissä. Sen sijaan 
sivuketjun atomiluokat määritellään seuraavasti: atomiluokka CH2 sisältää kaikki sivuketjun 
CH2-protonit γ-asemasta eteenpäin lukuun ottamatta luokkaa CH2-Pro, joka sisältää 
alifaattisen viisirenkaan (proteiinien tapauksessa proliinin), CH2-protonit. CH-luokkaan 
sisältyvät myös β-aseman CH-protonit. Luokka HX sisältää kaikki sivuketjun typessä, 
hapessa tai rikissä kiinni olevat protonit mukaan lukien aromaattiset HN-protonit. Muut 
aromaattiset protonit ovat omassa luokassaan. 
 
Taulukko 5.4. Protoniluokittelu 
Luokka 
Siirtymiä 
tietokannassa 
Lisätietoja 
CH3 1223 Kaikki metyylit 
CH2β 2786  
CH2 1932 Muut sivuketjun CH2 
Hα 2457  
CH 607 Sivuketjun CH-protonit 
CH2-Pro 516 Proliinin CH2-β, CH2-γ ja CH2-δ 
HN 2276 Pääketjun HN-protonit 
HX 370 Sivuketjun HN-, HO- ja HS-protonit 
Aromaattiset 444 Aromaattiset CH-protonit 
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5.3.4 Deskriptorit 
 
Kun geometriset parametrit on luettu sisään prediktoriin, rakennetaan niiden perusteella 
joukko deskriptoreita kuvaamaan mahdollisimman hyvin kemiallisen siirtymän vaihtelua. 
Deskriptorit on luokiteltu taulukon 5.5 mukaisesti. 
 
Taulukko 5.5. Deskriptorit 
Deskriptoriluokka Termien määrä 
Varaus 8 
Coulombiset ja vdW-vaikutukset 40 
Anisotropia(sidos, rengas, elektronipari) 68 
Stereoelektroniset vaikutukset 39 
Atomityyppi 124 
Viereiset aminohappotähteet 26 
Solvataatio 10 
 Yht. 309 kpl 
 
Deskriptorit voidaan jakaa kahteen ryhmään. Ensimmäiseen ryhmään kuuluvat deskriptorit, 
joihin liittyy jokin fysikaalinen ominaisuus ja sitä kuvaava funktio. Näitä ovat kolme 
ensimmäistä ryhmää eli varaustermit, Coulombiset ja van der Waals-vuorovaikutukset sekä 
kaikki anisotropiatermit. Toinen ryhmä, johon kaikki loput termit kuuluvat, sisältää 
pikemminkin empiirisiä, rakenteellisia termejä. Koska erityyppisiin protoneihin kohdistuvat 
vaikutukset ovat usein erilaisia, on termit pääsääntöisesti määritelty protoniluokittain. Täten 
esimerkiksi HN-protoneihin ja Hα-protoneihin kohdistuvat Coulombiset vuorovaikutukset 
otetaan huomioon eri termeissä, jolloin niille saadaan molemmille oma korrelaatio.  
 
Varaus. Varaus-luokkaan kuuluu neljä deskriptoria, jotka kuvaavat atomin omaa varausta. 
Atomien varaukset lasketaan prediktorin sisällä Allenin menetelmällä (Allen 1989). 
Menetelmä laskee varaukset eri valenssielektronien (p ja s) elektronegatiivisuuksien ja 
valenssielektronien lukumäärän avulla. Varaustermien lisäksi varaus-luokan alle on 
sisällytetty neljä deskriptoria kuvaamaan atomin liikkuvuutta ja jännityksiä. Liikkuvuus 
ilmoitetaan atomin torsiokulman keskimääräisenä poikkeamana keskiarvotorsiokulmasta 
deskriptorin luomisessa käytettyjen konformaatioiden aikana. Jännitystermit ovat poikkeamia 
sidoskulmien optimiarvoista. Molemmat termit on määritelty erikseen CH2- ja CH-
protoneille. 
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Coulombiset ja van der Waals-vuorovaikutukset. Avaruuden kautta vaikuttavat 
Coulombiset ja van der Waals -vuorovaikutukset määritellään 40 deskriptorin avulla. Termit 
ovat tutkittavien atomien ja niihin vaikuttavien atomien välisiä etäisyyksiä tai etäisyyksien 
neliöitä tai kuutioita. Coulombiset vuorovaikutukset otetaan huomioon kertomalla osa 
termeistä vaikuttavan atomin varauksella. Protoneilla tutkitaan vaikutuksia myös niiden 
naapurihiileen vaikuttavien atomien kautta. Termit on jaettu CH-, NH- ja aromaattisten 
protonien kesken. Termit jaetaan vaikuttavien atomien perusteella niin, että erilaisia 
vaikuttavia hiiliä ovat alifaattinen, karbonyyli-, karboksylaattianioni- ja aromaattinen hiili, 
erilaisia happia hydroksyyli-, karbonyyli-, ja karboksylaattianionihappi, sekä erilaisia typpiä 
pääketjun typpi ja lysiinin NH3+-typpi.  
 
Anisotropia. Anisotropiadeskriptoreja on kaikkiaan 68 kappaletta. Niillä kuvataan tutkittavan 
protonin kokemia magneettikentän muutoksia, jotka aiheutuvat sitä ympäröivistä 
elektronitiheyksistä, kuten aromaattisista renkaista tai polarisoituvista sidoksista. 
Anisotropiatermejä ei muodosteta atomeille, jotka ovat alle viiden sidoksen päässä 
tutkittavasta protonista: nämä vaikutukset huomioidaan stereoelektronisien termien kautta.  
 
Sidosanisotropiaa kuvataan 36 deskriptorilla. Näistä 21 on ns. stereokemiallisia, jotka 
kuvaavat tutkittavan protonin ja siihen vaikuttavan sidoksen välisiä etäisyyksiä ja kulmia 
ilman matemaattisia funktioita. Kulmat muodostetaan kuvan 5.4 vektorien mukaisesti: 
termeihin sisällytetyt kulmat ovat 1) tutkittavan protonin (H) oman sidoksen (H-X) vektorin 
(V2) sekä vaikuttavan sidoksen (A-B) vektorin (V1) välinen kulma, 2) tutkittavan protonin ja 
vaikuttavan sidoksen keskipisteen muodostaman vektorin (V3) sekä vaikuttavan sidosvektorin 
(V1) välinen kulma ja 3) tutkittavan protonin oman sidoksen keskipisteen ja vaikuttavan 
sidoksen keskipisteen muodostaman vektorin (V4) sekä tutkittavan sidoksen vektorin (V1) 
välinen kulma. Kulmat ilmoitetaan kosineina. Etäisyyksinä käytetään tutkittavan protonin ja 
siinä kiinni olevan heteroatomin sidoksen keskipisteen ja tutkittavan sidoksen keskipisteen 
välisen etäisyyden kuutiota. Termit on määritelty erikseen C-H, C-C, C-O ja C-N -sidoksille.  
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Kuva 5.4. Yksinkertaisen sidoksen anisotropiatermien määrittelyssä käytetyt vektorit. 
 
Sidos-dipolaarisia anisotropiadeskriptoreja, jotka määritellään McConnellin sidosanisotropian 
(McConnell 1957, katso luku 3.2.1) mukaisesti, on 15 kappaletta. Yksinkertaisille sidoksille 
termeinä on dipolaarisen sidosanisotropian x-komponentti (1-3cos2θx), josta muodostetaan 
omat termit eri sidoksille (N-H, O-H, Csp3-H, Csp2-H, erilaiset C-C-sidokset, peptidisidos sekä 
rikkisilta). Kulma θx on tutkittavan protonin ja siihen vaikuttavan sidoksen keskipisteen 
muodostaman vektorin (kuva 5.4: V3) sekä tutkittavan sidosvektorin välinen kulma 
(kuva 5.4: V1). Kaksoissidoksille, joita proteiineissa edustavat vain karbonyylit, on lisäksi 
määritelty dipolaariset y- ja z-komponentit (1-3cos2θz ja 1-3cos2θy). Kulmat on määritelty 
seuraavasti (kuva 5.5): kulma θz on tutkittavan protonin ja kaksoissidoksen keskipisteen 
muodostaman vektorin (V1) sekä kaksoissidoksen (A-B) ja sen päistä lähtevien sidosten 
muodostaman tason normaalivektorin (Vz) välinen kulma. Kulma θy on edellä mainitun 
vektorin V1 sekä vektoreiden Vx ja Vz normaalivektorin Vy välinen kulma. 
 
 
Kuva 5.5. Kaksoissidoksen anisotropiatermien määrittelyssä käytetyt vektorit. 
H
X
A
B
V1
V2
V3
V4
V1
θx
V3
H
A
B
Vx
V1
Vx
Vz
Vy
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Sidosanisotropiaa kuvataan sidosten vaikutusten lisäksi myös sidosatomien atomikohtaisilla 
dipolaarisilla termeillä: tällöin esimerkiksi epäsymmetrinen karbonyylisidos tulee otetuksi 
oikein huomioon. 14 deskriptoria kuvaa atomien σ-elektronipilven aiheuttamaa vaikutusta. 
Termit on luokiteltu Merck Molecular Force Field 94:n (MMFF94, Halgren 1994) 
sigmatyypityksen mukaisesti. Termit sisältävät McConnellin sidosanisotropian dipolaarisen x-
komponentin (1-3cos2θx, katso edellinen kappale), kerrottuna etäisyyden neliöllä. Atomien 
pii-elektronipilvien aiheuttamat vaikutukset kuvataan samaan tapaan kymmenellä 
dipolaarisella termillä, joista viisi kuvaa πz -elektronipilveä ja toiset viisi πy -elektronipilveä 
(1-3cos2θz ja 1-3cos2θy, katso edellinen kappale), tai niin että nämä termit on kerrottu 
tutkittavan atomin ja sidosatomin etäisyyden neliöllä jaettuna sidosten välisen etäisyyden 
kuutiolla. Molemmat termit on määritelty erikseen karbonyyleille (sekä hiili- että 
happiatomeille), aromaattisille hiilille ja typille sekä peptidisidokselle sen 
kaksoissidosluonteen vuoksi.  
 
Rengasanisotropiaa kuvaa kuusi deskriptoria, jotka sisältävät tiedot aromaattisten renkaiden 
anisotropian dipolaarisesta z-komponentista (1-3cos2θz) sekä niiden etäisyyden kuution 
käänteisluvusta. Kulma θz on tässä tutkittavan protonin ja aromaattisen renkaan keskipisteen 
muodostaman vektorin sekä aromaattisen renkaan muodostaman tason normaalivektorin 
välinen kulma, eli sillä kuvataan rengasvirran orientaatiota tutkittavaan protoniin nähden. 
Termit on eritelty viisi- ja kuusirenkaiden kesken. Yksi termi kuvaa alifaattisen renkaan 
(proteiineilla proliinin) vaikutusta. Elektroniparien aiheuttama vaikutus ei ole varsinainen 
anisotropiadeskriptori, mutta se on sisällytetty kuitenkin anisotropialuokkaan. Vaikutus 
kuvataan viidellä deskriptorilla elektroniparien etäisyyden kuution käänteislukuina. Termit on 
määritelty erikseen HN- ja alifaattisille protoneille sekä vaikuttavan elektroniparin atomin 
(typpi vai happi) perusteella.  
 
Stereoelektroniset vuorovaikutukset. Stereoelektronisilla deskriptoreilla, joita on 39 
kappaletta, kuvataan sidosten yli tapahtuvia geometrisia vaikutuksia. Näistä 14 sisältää 
tutkittavan vedyn visinaalisten torsiokulmien (H-X-X-X) kosinifunktioita (cos x tai cos2 x). 
Erilaisille poluille (esim. H-Csp3-Csp3-Csp3, H-Csp3-Csp3-H tai H-Csp3-Csp3-C(=O)) määritellään 
omat terminsä: nämä termit sisältävät täten myös tärkeät pääketjun torsiokulmat 1HN- ja 1Hα-
protoneille. 12 deskriptoria kuvaa tutkittavasta vedystä lähtevien neljän sidoksen mittaisten 
polkujen yhteenlaskettuja torsiokulmien (sidosten 1-4 ja 2-5 välillä) kosineita. Visinaalisten 
termien tapaan nämäkin on määritelty erilaisille poluille erikseen. Geminaalisten atomien 
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välistä sidoskulmaa kuvataan yhdellä termillä, joka on sama kaikille protoneille. Loput 
kaksitoista stereoelektronista termiä kuvaavat hyperkonjugaation vaikutuksia. Näistä 
termeistä viisi kuvaa Hα-protonin hyperkonjugaatiota viereisiin atomeihin: termit ovat α-
hiilen sidosten (Φ ja Ψ) torsiokulmien kosineita tai niiden yhdistelmiä. HN-protoneille on 
vastaavasti määritetty neljä termiä, jotka ovat Φ, Ψ, Ψ(i-1) ja ω(i-1) -kulmien kosineita tai niiden 
yhdistelmiä. Yksi termi on määritelty yleisesti kaikille hiilessä kiinni oleville protoneille: 
käytetty termi on kahden visinaalisen sp3-hiilen välisen torsiokulman kosini. 
 
Atomityyppi ja viereiset aminohappotähteet. Koska proteiineilla erilaisia NMR:llä 
normaalisti havaittavia protoneja on vain 124 kappaletta, voidaan jokaiselle ottaa oma 
deskriptori. Termi on totuusarvo, eli jokainen protoni saa yhden protonityyppitermin jonka 
arvo on yksi, ja muiden arvo jää nollaksi. Termit kuvaavat täten protonityypin keskimääräistä 
siirtymää, eikä niitä tarvitse laskea substituenttiefektien avulla. Koska myös sekvenssissä 
edellisen ja seuraavan aminohapon tyypillä on havaittu olevan merkitystä (Wang ja Jardetzky 
2002b), on ne otettu deskriptoreiksi HN-protoneille. Deskriptorien määrä vähennettiin 26:een 
ryhmittelemällä aminohapot niin, että hydrofobiset aminohapot (Ile, Leu, Met ja Val) 
kuuluvat samaan ryhmään, aromaattiset aminohapot (Phe, Tyr, Trp) kuuluvat samaan 
ryhmään ja samankaltaiset kysteiini ja seriini kuuluvat samaan ryhmään. Kaikkien 
naapuritermien arvo jää nollaksi, mikäli naapurissa on alaniini. Muutoin oikea 
aminohappotyyppitermi saa arvoksi yksi. 
 
Solvataatio. Solvataatiodeskriptorit sisältävät tietoa protonin vuorovaikutuksista ympäröivän 
liuottimen, proteiinien tapauksessa veden, kanssa. Deskriptoreista kuusi on geometrisia 
termejä, joissa lasketaan etäisyydet (tai etäisyyden neliöt) tutkittavasta atomista kaikkiin 
muihin proteiinin atomeihin ja kuvataan protonin sijaintia tämän summan käänteisluvulla: 
pieni luku kertoo atomin sijaitsevan proteiinin reunalla ja suuri luku sen keskellä. Termit 
määritellään erikseen HN-protoneille ja muille protoneille. Neljä muuta 
solvataatiodeskriptoria ovat vesikerrostermejä (katso luku 5.2). Vesikerrostermit 
ensimmäiselle ja toiselle liuotinkerrokselle on määritelty vain HN- ja Hα-protoneille.  
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6. TULOKSET 
 
Proteiinien 1H-kemiallisen kemiallisen siirtymän prediktion tulokset esitetään tässä luvussa. 
Luku on jaettu kolmeen osaan, joista ensimmäisessä esitetään varsinaiset prediktiotulokset eri 
näkökulmista, toisessa molekyylidynamiikkaan liittyvät tulokset ja kolmannessa NMR- ja 
kiderakenteiden vertailun tulokset.  
Tuloksissa useasti esiintyvä R2-arvo on Pearsonin korrelaatiokertoimen toinen potenssi. 
Pearsonin korrelaatiokerroin lasketaan yhtälöllä 6.1, 
ܴ = ∑ሺ௫೔ି௫ҧሻሺ௬೔ି௬തሻ
ሺ௡ିଵሻ௦ೣ௦೤
     (6.1) 
jossa xi ja yi ovat havaitut ja lasketut siirtymät, ݔҧ ja ݕത niiden keskiarvot ja sx ja sy niiden 
keskivirheet. Toinen tärkeä prediktiotuloksesta kertova tunnusluku on RMS (Root Mean 
Square)-virhe, joka kertoo prediktiotuloksen virheestä painottaen huonoja prediktioita, 
lasketaan yhtälöllä 6.2. 
ܴܯܵ ൌ ටሺఋ೚್ೞିఋ೎ೌ೗೎ሻ
మ
௡
    (6.2) 
Näiden lisäksi tuloksissa mainittu virheen keskiarvo on havaittujen ja laskettujen siirtymien 
välisten erotusten itseisarvojen keskiarvo (yhtälö 6.3). 
|߂|௔௩ ൌ
|ఋ೚್ೞିఋ೎ೌ೗೎|
௡
    (6.3) 
   
6.1. Prediktio 
 
Koko 29 proteiinin tietokannan lopullinen prediktiotulos on esitetty kuvassa 6.1 ja taulukossa 
6.1. Kuva 6.2 esittää prediktiotuloksen prediktiovaiheittain (katso luku 5.3.1). Prediktiotulos 
esitettynä protoniluokittain on taulukossa 6.2. ja kuvassa 6.4. sekä HN- että Hα-protoneille 
aminohappokohtaisesti taulukossa 6.5. Taulukoihin ja kuvaajiin on merkitty onko tulos 
laskettu viiden prosentin hylkäämiskriteerillä (katso luku 5.3.1) vai niin että yhtään siirtymää 
ei ole jätetty pois mallista. Tavallisen viiden prosentin kriteerin kyseessä ollessa käytetyt 
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protoniluokkakohtaiset hylkäämiskriteerit ja niiden hylättyjen siirtymien määrä prosentteina 
on esitetty taulukossa 6.3. Prediktioiden prosenttiosuudet tiettyjen virherajojen sisällä on 
esitetty kuvassa 6.3. ja kumulatiivisesti taulukossa 6.4.   
 
 
Kuva 6.1. Prediktiotulos normaalilla hylkäämiskriteerillä. Mallissa mukana olevat siirtymät merkitty mustalla 
täplällä ja hylätyt siirtymät harmaalla ristillä. Trendiviiva on pienimmän neliösumman sovitus. 
 
Taulukko 6.1. Prediktiotulos. 
 Ei hylättyjä 5 % hylätty 
RMS-virhe (ppm) 0.309 0.235 
Virheen keskiarvo (ppm) 0.219 0.182 
R2 0.986 0.992 
Siirtymiä mallissa 12611 12016 
Huonojaa  prediktioita 3711 3050 
Hylättyjä siirtymiä 0 542b 
a) Prediktiovirhe > 0,25 ppm   
b) Näiden lisäksi 53 siirtymää hylättiin jo 2. prediktiovaiheessa
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Kuva 6.2 Prediktiotulos prediktiovaiheittain. 
 
Taulukko 6.2. Prediktiotulos protoniluokittain. n = siirtymien määrä mallissa. 
Ei hylättyjä 
 
5 % hylätty 
RMS-
virhe 
(ppm) 
Keski- 
virhe 
(ppm) 
R2 n hylättyjä 
 RMS-
virhe 
(ppm) 
Keski- 
virhe 
(ppm) 
R2 n hylättyjä 
CH3 0.207 0.142 0.735 1223 0  0.157 0.121 0.820 1172 50 
CH2β 0.280 0.195 0.874 2786 0  0.204 0.160 0.928 2650 128 
CH2 0.268 0.178 0.866 1932 0  0.194 0.145 0.923 1847 76 
Hα 0.278 0.205 0.737 2457 0  0.223 0.176 0.804 2346 103 
CH 0.246 0.184 0.954 607 0  0.196 0.158 0.970 580 27 
CH2-
Pro 
0.248 0.179 0.916 516 0 
 
0.202 0.157 0.941 492 24 
HN 0.430 0.325 0.571 2276 0  0.334 0.268 0.684 2153 102 
HX 0.351 0.236 0.856 370 0  0.225 0.173 0.932 349 15 
Arom. 0.257 0.186 0.644 444 0  0.210 0.162 0.733 427 17 
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Taulukko 6.3. Hylkäämiskriteerit ja hylättyjen siirtymien määrä prosentteina protoniluokittain. n = siirtymien 
määrä mallissa. 
 
Hylkäämiskriteeri 
(ppm) 
n Hylättyjä Hylättyjä, % 
CH3 0.50 1172 50 4.1 
CH2β 0.58 2650 128 4.6 
CH2 0.60 1847 76 4.0 
Hα 0.60 2346 103 4.2 
CH 0.50 580 27 4.4 
CH2-Pro 0.60 492 24 4.7 
HN 0.85 2153 102 4.5 
XH 0.70 349 15 4.1 
Arom. 0.60 427 17 3.8 
Yhteensä 0.63a 12016 542 4.3 
a) Painotettu keskiarvo 
 
 
 
 
 
    
 
Kuva 6.3. Prediktioiden prosenttiosuudet tiettyjen virherajojen sisällä 5 % hylkäämiskriteerillä. 
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Taulukko 6.4. Prediktioiden kumulatiiviset osuudet tiettyjen virherajojen sisällä 5 % hylkäämiskriteerillä ja niitä 
vastaavat RMS- ja keskiarvovirheet. n = siirtymien määrä kunkin virherajan sisällä. 
Virheraja (ppm) n %-osuus RMS-virhe (ppm) 
Virheen keskiarvo 
(ppm) 
0.025  1213 9.6 0.014 0.012 
0.05  2372 18.8 0.029 0.025 
0.075  3515 27.9 0.043 0.037 
0.1  4547 36.1 0.056 0.048 
0.125  5483 43.5 0.069 0.059 
0.15  6348 50.3 0.082 0.070 
0.175  7111 56.4 0.094 0.080 
0.2  7817 62.0 0.106 0.089 
0.25  8900 70.6 0.126 0.106 
0.3  9747 77.3 0.145 0.120 
0.4  10822 85.8 0.176 0.143 
0.5  11485 91.1 0.202 0.160 
0.7  12147 96.3 0.239 0.183 
0.9  12393 98.3 0.261 0.195 
1.1  12512 99.2 0.277 0.203 
1.3  12567 99.7 0.288 0.207 
1.5  12583 99.8 0.292 0.209 
1.7  12597 99.9 0.296 0.210 
1.9  12603 99.9 0.299 0.211 
2.1  12606 100.0 0.300 0.211 
2.3  12608 100.0 0.301 0.212 
2.5  12610 100.0 0.303 0.212 
2.7  12611 100.0 0.304 0.212 
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Kuva 6.4. Prediktiotulokset protoniluokittain (jatkuu seuraavalla sivulla).  
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Kuva 6.4. (jatkoa ed. sivulta)  Prediktiotulokset protoniluokittain. Mallissa mukana olevat siirtymät merkitty 
mustalla täplällä ja hylätyt siirtymät harmaalla ristillä. Trendiviiva on pienimmän neliösumman sovitus. 
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Taulukko 6.5. Aminohappokohtainen prediktiotulos HN- ja Hα-protoneille 5 % hylkäämiskriteerillä. n = 
siirtymien määrä. 
  HN   Hα  
 
RMS-virhe 
(ppm) 
R2 n 
RMS-virhe 
(ppm) 
R2 n 
Alaniini 0.304 0.708 162 0.186 0.836 156 
Arginiini 0.344 0.570 120 0.181 0.844 120 
Asparagiini 0.329 0.650 102 0.222 0.724 99 
Asparagiinihappo 0.321 0.702 118 0.206 0.607 130 
Fenyylialaniini 0.325 0.779 67 0.238 0.805 71 
Glutamiini 0.344 0.685 100 0.225 0.749 96 
Glutamiinihappo 0.341 0.610 161 0.216 0.747 163 
Glysiini 0.304 0.703 153 0.232 0.558 298 
Histidiini 0.349 0.695 44 0.239 0.865 41 
Isoleusiini 0.338 0.728 136 0.267 0.758 123 
Kysteiini 0.378 0.645 55 0.261 0.759 52 
Leusiini 0.341 0.656 179 0.202 0.832 167 
Lysiini 0.347 0.600 150 0.210 0.838 149 
Metioniini 0.382 0.597 48 0.206 0.711 48 
Proliini - - - 0.173 0.551 89 
Seriini 0.341 0.625 136 0.212 0.689 138 
Treoniini 0.326 0.665 166 0.240 0.732 158 
Tryprofaani 0.357 0.617 29 0.239 0.646 27 
Tyrosiini 0.349 0.742 82 0.256 0.759 84 
Valiini 0.318 0.733 145 0.262 0.773 137 
Painotettu 
keskiarvo 
 0.669   0.730  
 
 
 
 
 
 
70 
 
Prediktiotulos proteiinikohtaisesti tarkasteltuna on esitetty taulukossa 6.6 ja kuvassa 6.5. 
Taulukko 6.6. Prediktiotulos proteiineittain. n = siirtymien määrä mallissa. 
 5 % hylätty  Ei hylättyjä 
 
RMS-
virhe 
(ppm) 
n Hylättyjä Hylkäämis-% 
 RMS-
virhe 
(ppm) 
n 
NMR-rakenteet        
A219 IgG binding domain 0.233 315 8 2.5  0.294 323
BlaI-NTD 0.220 391 16 3.9  0.286 407
CPI-17 inhibitory domain 0.243 460 38 7.6  0.346 498
cpSRP43 chromo1-domain 0.263 176 17 8.8  0.367 193
G311 IgG binding domain 0.272 246 26 9.6  0.385 272
HHR23A UBA2-domain 0.215 246 4 1.6  0.272 250
HOP 0.228 360 19 5.0  0.315 379
HPr I14A mutant 0.235 574 35 5.7  0.306 609
Human prion protein 0.229 449 24 5.1  0.321 473
IL-15Rα sushi domain 0.239 313 24 7.1  0.338 337
MSP (porcine) 0.235 481 24 4.8  0.275 505
PrsA PPIase domain 0.221 521 19 3.5  0.281 540
Sda 0.201 283 4 1.4  0.227 287
TRAP TSR-domain 0.211 264 12 4.3  0.297 276
X11a PDZ domain 0.238 441 15 3.3  0.285 456
X4 0.223 435 6 1.4  0.240 441
Xc975 0.251 388 14 3.5  0.312 402
ZASP PDZ domain 0.239 456 17 3.6  0.325 473
Kiderakenteet        
Barnase 0.223 595 30 4.8  0.283 625
BPTI 0.219 293 18 5.8  0.295 311
HIV-1 protease 0.299 88 1 1.1  0.351 89 
Lysozyme 0.250 561 44 7.3  0.376 605
P-30 0.223 550 28 4.8  0.284 578
Profilin 0.220 727 24 3.2  0.276 751
Pyrophosphokinase 0.246 616 43 6.5  0.317 659
Ribonuclease Sa 0.233 475 35 6.9  0.322 510
TonB CTD 0.213 509 22 4.1  0.268 531
Troponin C 0.219 417 17 3.9  0.297 434
Ubiquitin 0.226 386 11 2.8  0.286 397
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 Kuva 6.5. Prediktiotulos proteiineittain. 
 
Leave-One-Out-validointilaskun tulokset on esitetty taulukossa 6.7 ja 
protoniluokkakohtaisesti taulukossa 6.8 vertailtuna viiden prosentin hylkäämiskriteerin 
prediktiolaskun tuloksiin. Myös Leave-One-Out-laskussa on käytetty samoja 
hylkäämiskriteerejä siitäkin huolimatta, että hylättyjen siirtymien määrä nousi yli viiden 
prosentin. 
 
Taulukko 6.7. Leave-One-Out-laskun tulokset verrattuina normaalin laskun tuloksiin. 
 Normaali lasku Leave-One-Out 
RMS-virhe (ppm) 0.235 0.264 
Virheen keskiarvo (ppm) 0.182 0.203 
Siirtymiä mallissa 12016 11741 
Hylättyjä siirtymiä 542 817 
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Taulukko 6.8. Leave-One-Out-laskun tulokset protoniluokittain verrattuina normaalin laskun tuloksiin. n = 
siirtymien määrä mallissa. 
 Normaali lasku  Leave-One-Out 
 
RMS-virhe 
(ppm) 
n Hylättyjä 
 RMS-virhe 
(ppm) 
n Hylättyjä 
CH3 0.157 1172 50  0.164 1167 55 
CH2β 0.204 2650 128  0.228 2623 155 
CH2 0.194 1847 76  0.217 1823 100 
Hα 0.223 2346 103  0.242 2303 146 
CH 0.196 580 27  0.213 573 34 
CH2-
Pro 
0.202 492 24 
 
0.240 468 48 
HN 0.334 2153 102  0.384 2050 205 
HX 0.225 349 15  0.329 318 46 
Arom. 0.210 427 17  0.223 416 28 
 
Eri deskriptoriluokkien merkityksen testaamiseksi prediktio tehtiin jättämällä aina yksi 
deskriptoriluokka (katso taulukko 5.5) kerrallaan pois mallista. Pois jättäminen tehtiin niin 
että parametrit jätettiin nolliksi, jolloin termien määrä ei muuttunut eikä siten vaikuttanut 
tuloksiin. Testissä ei jätetty yhtään siirtymää pois mallista. Deskriptoriluokkien poisjättämisen 
vaikutus prediktioon on esitetty taulukossa 6.9. 
 
Taulukko 6.9. Deskriptorien vaikutus prediktiotulokseen. 
Poisjätetty luokka 
RMS-virhe 
(ppm) 
Alkuperäinen tulos 0.309 
Varaus 0.306 
Coulombiset ja vdW-vaikutukset 0.313 
Anisotropia 0.349 
Stereoelektroniset vaikutukset 0.312 
Atomityyppi 0.322 
Viereiset aminohappotähteet 0.313 
Solvataatio 0.310 
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 6.1.1 Prediktio 3D-rakenteen suhteen tarkasteltuna 
 
Prediktiotulos määritettiin myös sekundäärirakennekohtaisesti. Sekundäärirakenteet saatiin 
PDB:n rakennetiedostoista.  Testissä ei hylätty yhtään siirtymää. Kuvassa 6.6 on kaikille 
protoneille sekä pääketjun HN- ja Hα-protoneille prediktiotulokset α-kierteessä, β-laskoksessa 
ja satunnaislaskoksessa. Taulukossa 6.10 on lisäksi saman laskun R2-arvot ja siirtymien 
määrät kussakin sekundäärirakenneluokassa. 
 
 
Kuva 6.6. Prediktion RMS-virheet sekundäärirakenteittain. 
 
 
Taulukko 6.10. Prediktiotulos sekundäärirakenteittain. 
  RMS-virhe(ppm) R2 n 
Kaikki α-kierre 0.297 0.986 4295 
 β-laskos 0.303 0.989 3131 
 Satunnaislaskos 0.312 0.985 5185 
HN α-kierre 0.421 0.447 753 
 β-laskos 0.394 0.601 588 
 Satunnaislaskos 0.457 0.516 933 
Hα α-kierre 0.238 0.647 783 
 β-laskos 0.316 0.684 570 
 Satunnaislaskos 0.284 0.630 1104 
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Liuotinkontaktin ja sen kautta protonin molekyylinsisäisen sijainnin vaikutusta 
prediktiotulokseen testattiin vertaamalla protonien prediktiovirheitä niiden ensimmäisen 
liuotinkerroksen (katso luku 5.2) sisällä olevien vesimolekyylien keskimääräiseen 
lukumäärään. Testissä ei hylätty yhtään siirtymää. Tulokset HN- ja Hα-protoneille, joille 
vesikerrostermi on määritelty, on esitetty kuvassa 6.7. 
 
 
Kuva 6.7. Prediktiovirheen korrelaatio ensimmäisen liuotinkerroksen vesimolekyylien keskiarvomäärään HN- ja 
Hα-protoneille. 
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Kuvassa 6.8. on esimerkkinä ubikitiinin pääketjun protonien prediktiotulos sekvenssin, 
sekundäärirakenteen ja vesikerrostermin suhteen. Prediktiolasku parametreineen on sama kuin 
kuvan 6.5 kokeessa. 
 
 
 
Kuva 6.8. Ubikitiinin (PDB 1UBQ) prediktiovirhe ja ensimmäisen liuotinkerroksen vesimolekyylien 
keskiarvomäärä sekvenssin funktiona (C = satunnaislaskos). 
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6.2 Molekyylidynamiikkaan liittyvät tulokset 
 
Molekyylidynamiikkalaskun vaikutus prediktiotulokseen testattiin laskemalla prediktio 
samalle 29 proteiinin tietokannalle niiden alkuperäisillä rakenteilla ilman 
molekyylidynamiikkaa. Tällöin myös vesikerrostermi oli poissa käytöstä. Tulokset laskettiin 
niin, ettei yhtään siirtymää hylätty mallista. Kokonaistulokset on esitetty taulukossa 6.11, 
protoniluokkakohtaiset tulokset taulukossa 6.12 ja proteiinikohtaiset tulokset kuvassa 6.9.  
 
Taulukko 6.11. Molekyylidynamiikan ja jäykkien rakenteiden vertailu prediktiotuloksen kannalta 
 Molekyylidynamiikka Jäykkä rakenne 
RMS-virhe (ppm) 0.309 0.310 
Virheen keskiarvo (ppm) 0.219 0.222 
R2 0.986 0.986 
Siirtymiä mallissa 12611 12611 
Huonojaa  prediktioita 3711 3880 
Hylättyjä siirtymiä 0 0 
a) virhe > 0,25 ppm  
 
Taulukko 6.12. Molekyylidynamiikan ja jäykkien rakenteiden vertailu prediktiotuloksen kannalta 
protoniluokittain. 
 Molekyylidynamiikka  Jäykkä rakenne 
 
RMS-virhe 
(ppm) 
Virheen 
keskiarvo 
(ppm) 
R2 
 
RMS-virhe 
(ppm) 
Virheen 
keskiarvo 
(ppm) 
R2 
CH3 0.207 0.142 0.735  0.212 0.148 0.723 
CH2β 0.280 0.195 0.874  0.280 0.198 0.874 
CH2 0.268 0.178 0.866  0.277 0.180 0.857 
Hα 0.278 0.205 0.737  0.285 0.209 0.724 
CH 0.246 0.184 0.954  0.247 0.187 0.953 
CH2-Pro 0.248 0.179 0.916  0.254 0.176 0.912 
HN 0.430 0.325 0.571  0.426 0.330 0.578 
HX 0.351 0.236 0.856  0.328 0.224 0.874 
Arom. 0.257 0.186 0.644  0.265 0.189 0.621 
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Kuva 6.9. Molekyylidynamiikan ja jäykkien rakenteiden vertailu prediktiotuloksen kannalta proteiineittain 
ilman hylättyjä siirtymiä. 
 
Molekyylidynamiikan pituuden vaikutuksen testaamiseksi kymmenen proteiinin joukko 
laskettiin pidemmällä molekyylidynamiikkalaskulla (katso luku 5.2). Tulokset laskettiin niin, 
ettei yhtään siirtymää hylätty mallista. Tulokset on esitetty taulukossa 6.13 ja 
protoniluokittain taulukossa 6.14. Proteiinien RMS-virheiden vaihtelu oli prosentteina 
keskimäärin 1,3 %.  
 
Taulukko 6.13. Molekyylidynamiikkalaskun pituuden vaikutus prediktiotulokseen. 
 150 ps 750 ps 
RMS-virhe (ppm) 0.271 0.269 
Virheen keskiarvo (ppm) 0.200 0.201 
R2 0.990 0.991 
Siirtymiä mallissa 4885 4885 
Huonojaa  prediktioita 1216 1229 
Hylättyjä siirtymiä 0 0 
a) virhe > 0,25 ppm  
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Taulukko 6.14. Molekyylidynamiikkalaskun pituuden vaikutus prediktiotulokseen protoniluokittain. 
 150 ps           750 ps 
 
RMS-virhe 
(ppm) 
Virheen 
keskiarvo 
(ppm) 
R2 
 
RMS-virhe 
(ppm) 
Virheen 
keskiarvo 
(ppm) 
R2 
CH3 0.172 0.121 0.840  0.174 0.123 0.838 
CH2β 0.256 0.183 0.896  0.256 0.182 0.896 
CH2 0.221 0.149 0.911  0.223 0.157 0.910 
Hα 0.237 0.176 0.833  0.246 0.182 0.822 
CH 0.192 0.147 0.974  0.194 0.148 0.973 
CH2-Pro 0.225 0.154 0.932  0.234 0.162 0.927 
HN 0.371 0.289 0.742  0.360 0.282 0.758 
HX 0.240 0.172 0.930  0.218 0.157 0.942 
Arom. 0.173 0.122 0.856  0.154 0.119 0.886 
 
Molekyylidynamiikkalaskujen toistettavuus testattiin laskemalla yhden proteiinin (barnaasi, 
PDB 1FW7) dynamiikka kaksi kertaa täysin samoilla parametreilla (laskut A ja B) sekä 
normaalilla (150 ps) että pitkällä (750 ps) molekyylidynamiikkalaskulla ja laskemalla 
prediktio näille proteiineille. Tulokset on esitetty kuvassa 6.10. vertaamalla molempien 
laskujen laskettuja siirtymiä toisiinsa. Barnaasin A- ja B-laskun laskettujen siirtymien välinen 
RMS-hajonta oli 150 ps molekyylidynamiikkalaskulla 0,145 ppm ja 750 ps laskulla 0,111 
ppm. Nämä luvut kuvaavat epätäydellisen MD-protokollan aiheuttamaa epätarkkuutta 
prediktioon. 
  
Kuva 6.10. Molekyylidynamiikan toistettavuuden arviointi 150 ja 750 ps molekyylidynamiikkalaskuilla. 
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Huonojen siirtymien korjaamiseksi määritettiin 22 proteiinille rajoitteita (katso luku 5.2). 
Rajoitteiden vaikutusta prediktiotulokseen testattiin laskemalla prediktio koko 29 proteiinin 
tietokannalla (12611 siirtymää) ja verrattiin tulosta tietokantaan, jossa alkuperäiset rakenteet 
oli korvattu rajoitetuilla. Prediktio suoritettiin niin, ettei yhtään siirtymää hylätty. 
Alkuperäisen tietokannan RMS-virhe oli 0,310 ja rajoitetun tietokannan 0,321 ppm. 
Alkuperäisen tietokannan R2-arvo oli 0,986 ja rajoitetun tietokannan 0,985. Kuvassa 6.11 on 
tulokset esitetty proteiinikohtaisesti niille proteiineille, joille rajoitteita määritettiin. 
 
Kuva 6.11. Rajoitelaskun tulos proteiineittain alkuperäiseen rakenteeseen verrattuna. 
 
Taulukossa 6.15 on esimerkkinä hyvin onnistuneesta rajoitelaskusta ihmisen prioniproteiinille 
(hPrP) määritetyt rajoitteet ja niiden vaikutukset siirtymien prediktioon. Kuvassa 6.12 on 
tavallisen molekyylidynamiikkalaskun ja rajoitelaskun keskiarvorakenteet päällekkäin 
asetettuina. Aminohappotähteet, joille rajoitteita on määritetty, on merkitty kuvaan. 
Rakenteiden pääketjun atomien RMSD on 0.922 Å. 
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Taulukko 6.15. Ihmisen prioniproteiinille (PDB 1QM2) määritetyt rajoitteet ja niiden vaikutukset tuloksiin. 
Atomi 
Rajoitteen 
kohde 
Rajoitteen tyyppi 
Alkuperäinen 
virhe (ppm) 
Virhe 
rajoitelaskujen 
jälkeen (ppm) 
005MHB3 039Y(rengas) 
Puuttuva rengasvirta, etäisyys 
3,2 Å. CH2-protonit vaihdettu. 
-1,22 
 
-0,19 
 
015IH 026Y(rengas) 
Puuttuva rengasvirta, etäisyys 
4,0 Å 
-1,77 
 
-1,34 
 
032RHG2 033Y(rengas) 
Puuttuva rengasvirta, etäisyys 
3,5 Å. CH2-protonit vaihdettu. 
-1,12 
 
-0,08 
 
075TH 078DOD2 
Puuttuva vetysidos, etäisyys 
1,8 Å. 
1,28 
 
-0,21 
 
 
 
 
Kuva 6.12. Ihmisen prioniproteiinin (hPrP, PDB 1QM2) molekyylidynamiikkalaskun (musta) ja rajoitelaskun 
(harmaa) keskiarvorakenteiden päällekkäinasettelu. Kuva on tehty PyMOL-ohjelmalla 
(http://pymol.sourceforge.net/). 
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Targeted MD-laskulla (katso luku 5.2) testattiin proteiinin hajoamisen vaikutusta 
prediktiotulokseen. Tutkittava proteiini oli ubikitiinin NMR-rakenne (PDB 1D3Z). Laskun 
aikana tallennetuista konformaatioista kahdelletoista tehtiin prediktio, jossa hajotuslaskun 
konformaatio oli testitapauksena ja muu tietokanta ubikitiinin alkuperäistä rakennetta lukuun 
ottamatta opetustietokantana. Tulokset laskettiin niin, ettei yhtään siirtymää ei hylätty 
mallista. Kuvassa 6.13 on esitetty laskujen RMS-virhe verrattuna kulloisenkin konformaation 
RMSD-arvoon. Lasku tehtiin myös ottamalla aina 150 ps osa hajotuslaskua ja tekemällä 
prediktio sille. Näiden laskujen RMS-virheitä on verrattu natiivien kontaktien määrään 
(kuinka monta alkuperäisen rakenteen atomien välistä alle 3,0 Å kontaktia on keskimäärin 
jäljellä kussakin laskun vaiheessa) kuvassa 6.14. 
 
Kuva 6.13. Ubikitiinin (PDB 1D3Z) hajotuslaskun vaikutus prediktiotulokseen, yksittäiset konformaatiot. 
 
 
Kuva 6.14. Ubikitiinin (PDB 1D3Z) hajotuslaskun vaikutus prediktiotulokseen, 150 ps osuudet. 
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6.3 NMR- ja kiderakenteiden vertailu 
 
Tässä luvussa on testattu NMR- ja kiderakenteiden eroja prediktiotuloksen kannalta. Vertailut 
on tehty kymmenellä proteiinilla (yhteensä 4882 siirtymää) joista sekä NMR- ja kiderakenteet 
olivat saatavilla (katso taulukko 5.1). Kuvassa 6.15. on vertailun tulos eriteltynä 
protoniluokkien kesken. Vertailu on tehty niin, ettei huonoja prediktioita jätetty kovin paljoa 
pois. Tällä pyrittiin saamaan erot näkymään selvemmin. Kokonais-RMS-virheet olivat NMR-
rakenteille 0,298 ja kiderakenteille 0,266 ppm ja R2-arvot NMR-rakenteille 0,988 ja 
kiderakenteille 0,991, kun prediktiosta pois jätettyjä siirtymiä oli NMR-rakenteilla kuusi ja 
kiderakenteilla kolme kappaletta.  
 
 
Kuva 6.15. NMR- ja kiderakenteiden vertailu protoniluokittain 
 
Kuvaajissa 6.16a ja 6.16b on NMR- ja kiderakenteita vertailtu proteiineittain. Kuvan 6.16a 
tulokset ovat samasta prediktiolaskusta kuin kuvan 6.15. tulokset. Kuvan 6.16b tuloksissa on 
proteiineja vertailtu ristiin: prediktion pohjana on käytetty kiderakennetietokantaa ja jokaisen 
proteiinin NMR-rakenteen RMS-virhe on laskettu erikseen vaihtamalla kyseinen proteiini 
NMR-rakenteeksi. Tällä pyrittiin saamaan näkyviin proteiinirakenteiden yksittäiset erot 
riippumatta prediktion kokonaistuloksesta. 
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Kuva 6.16a. NMR- ja kiderakenteiden vertailu proteiineittain (ei hylättyjä siirtymiä). 
 
 
Kuva 6.16b. NMR- ja kiderakenteiden vertailu proteiineittain (proteiinikohtainen vertailu). 
 
Prediktiota testattiin myös käyttämällä NMR-rakenteiden koko konformaatiojoukkoa 
prediktion pohjana. Vertailujoukkona on kyseisten NMR-rakenteiden parhaaksi ilmoitettu 
konformaatio. Vertailu on tehty yhdeksällä proteiinilla (yhteensä 4227 siirtymää), ja siinä ei 
hylätty kovin montaa siirtymää, jotta erot saatiin näkymään selvemmin. Kokonais-RMS-
virheet olivat parhaiden rakenteiden tietokannalle 0,300 ja konformaatiotietokannalle 
0,345 ppm. R2-arvot olivat parhaiden rakenteiden tietokannalle 0,988 ja 
konformaatiotietokannalle 0,985. Parhaiden rakenteiden tietokannasta jätettiin prediktion 
ulkopuolelle kymmenen ja konformaatiotietokannasta 17 siirtymää. Tulokset on esitetty 
kuvassa 6.17.  
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Kuva 6.17. Prediktio NMR-konformaatiojoukon pohjalta verrattuina yksittäisiin NMR-rakenteisiin. 
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7. TULOSTEN TARKASTELU 
 
Tässä luvussa käydään läpi luvussa 6. esitetyt tulokset. Tulokset on tarkasteltu samassa 
järjestyksessä kuin ne on esitetty (prediktio, molekyylidynamiikan vaikutukset ja NMR- ja 
kiderakenteiden vertailu). Luvussa 7.4 on koko opinnäytetyön tulosten ja saavutusten 
yhteenveto. 
 
7.1 Prediktio 
 
Koko siirtymäjoukon prediktiotuloksen R2-korrelaatio (kuva 6.1) kuvaa prediktiotulosta 
huonosti, koska havaitut siirtymät esiintyvät laajalla alueella ja kukin omalla 
siirtymäalueellaan (kuva 2.3). Tämän vuoksi RMS-virhe on pääasiallinen prediktiotuloksen 
kuvaaja. Koska RMS-virhe on virheiden keskiarvon toisen potenssin neliöjuuri, se painottaa 
enemmän huonoja prediktioita. Tämän vuoksi RMS-virhe on aina suurempi kuin virheen 
keskiarvo. Koko prediktion RMS-virhe on tyydyttävä (taulukko 6.1). Prediktiota voidaan 
pitää hyvänä jos prediktiovirhe on alle 0,20 ppm, jolloin voidaan olettaa suurimman osan 
hankalista assignoinneista prediktoituvan oikeinpäin. Yli 60 % kaikista siirtymistä yltää tähän 
tulokseen (kuva 6.3 ja taulukko 6.4). Alle 0,30 ppm virheeseen yltää jo kolme neljännestä 
siirtymistä. Myöskään Leave-One-Out-validointi ei huononna tulosta hälyttävästi siitä 
huolimatta, että hylättyjen siirtymien määrä kasvaa jonkin verran (taulukko 6.7). Tämä kertoo, 
ettei menetelmä ole ylioppinut, mikä tarkoittaa sitä että se painottaisi liikaa tunnettuja 
kemiallisia ympäristöjä. 
 
Protoniluokkakohtaisissa RMS-virheissä ja R2-korrelaatioissa on suuria eroja (taulukko 6.2). 
Selkeästi huonoin tulos on HN-protoneilla, mikä on yleisesti tiedossa oleva ongelma (Neal 
ym. 2003, Parker ym. 2006, Moon ja Case 2007). Tämän vuoksi myös niiden 
hylkäämiskriteeri jouduttiin asettamaan kaikkein löysimmäksi (taulukko 6.3). HN-protonien 
huono prediktio johtuu ensinnäkin niiden siirtymien lähes täydellisestä riippuvuudesta 
laskostumisesta: aminohapon tyyppi ei vaikuta niihin juuri ollenkaan (katso taulukko 2.1). 
Lisäksi ongelmana on niiden osallistuminen vetysidoksiin, joiden mallintaminen on yleisesti 
ollut ongelmallista (Parker ym. 2006). HN-protonien suurimmat prediktiovirheet näyttävät 
jakautuvan kahdelle alueelle (kuva 6.4). Ensimmäinen ryhmä on niiden siirtymäalueen 
yläkentässä (6 – 7 ppm) sijaitsevat liian suuret prediktiot ja toinen ryhmä niiden 
86 
 
siirtymäalueen alakentässä (9 – 11 ppm) sijaitsevat liian pienet prediktiot. Ensimmäisen 
ryhmän todennäköisimpänä selityksenä on puutteellinen aromaattisen rengasvirran vaikutus. 
Toisella ryhmällä virhe taas selittynee puuttuvana vetysidoksena, koska vetysitoutuneet HN-
protonit sijaitsevat vahvasti alakentässä. Usein näissä tapauksissa näytti ongelmana olevan 
vetysidosten muodostuminen sivuketjun karboksylaattianioneihin. Molemmille ryhmille 
yhteistä on siis sivuketjujen konformaatioiden virheellinen mallintaminen.  
 
Alifaattisten protonien RMS-virheet jäävät pääsääntöisesti alle 0,2 ppm tai sen tuntumaan 
(taulukko 6.2). Tämä oli odotettavissa koska prediktiomenetelmä on riisuttu ja muokattu 
versio PERCH-ohjelmiston pienten molekyylien prediktiosta, jonka sp3-protonien 
prediktiotulokset olivat samaa luokkaa. Hα-protonien prediktio on hieman huonompi johtuen 
ainakin niiden tiiviistä siirtymäalueesta (kuva 2.3). Lisäksi niiden siirtymiin vaikuttaa eniten 
laskostuminen eikä aminohapon tyyppi. Jopa HX- ja aromaattisten protonien prediktio 
onnistuu hyvin huolimatta pienestä määrästä mallisiirtymiä. Näillä protoniluokilla on 
kuitenkin muutamia selkeästi pieleen menneitä prediktioita. Tällaiset prediktiot ovat yleensä 
peräisin atomeista, joille on liian vähän havaintopisteitä tietokannassa, esimerkiksi threoniinin 
ja seriinin hydroksyyliprotonit ja tryptofaanin aromaattiset protonit.   
 
Lähes kaikille protoniluokille on yhteistä jo HN-ryhmän kohdalla mainittu aromaattisen 
rengasvirran puutteellinen huomioiminen. Tämä näkyy etenkin CH3- ja CH2-protoniluokkien 
kohdalla, joissa on useita negatiivisia havaittuja siirtymiä (kuva 6.4). Näistä siirtymistä suuri 
osa jää mallista ulos koska virheet ovat hylkäämiskriteeriä suurempia. Rengasvirtojen 
mallintaminen on ongelmallista koska siirtymät ovat hyvin herkkiä paitsi aromaattisen 
renkaan etäisyydelle, mutta etenkin sen orientaatiolle. Aromaattisen renkaan vaikutuspiirissä 
oleva protonin siirtymä voi liikkua jopa 3 ppm aromaattisen renkaan kääntyessä 90° (Wishart 
ja Case 2001). Tästä johtuen jo pienetkin virheet alkuperäisissä molekyylimalleissa voivat 
johtaa virheellisiin prediktioihin. Molekyylidynamiikka voi jonkin verran tasoittaa näitä 
virheitä, mutta toisaalta se voi myös hajottaa hyvin määriteltyjä aromaattisia 
vuorovaikutuksia, jolloin siirtymät jäävät liian pieniksi. Ongelmaa yritettiin korjata 
määrittämällä molekyylidynamiikkalaskun ajaksi rajoitteita tällaisten protonien ja 
aromaattisten renkaiden välille (katso luku 7.2). Mahdollista on myös että aromaattisen 
renkaan vuorovaikutusta ei ole riittävän hyvin kuvattu deskriptoreilla, tosin tämä on 
vähemmän todennäköinen selitys. 
 
87 
 
HN- ja Hα-protonien prediktiotuloksia vertailtiin myös aminohappokohtaisesti (taulukko 6.5). 
Tällöin prediktiotulos perustuu lähes yksinomaan proteiinin laskostumiseen, kemiallisista 
vaikutuksista ainoastaan viereisten aminohappojen vaikutus jää näkyviin. HN-protonien 
aminohappokohtaiset R2-korrelaatiot vaihtelivat välillä 0,57 – 0,78, keskiarvon ollessa 0,67. 
Tämä kertoo että malli korreloi tyydyttävästi myös pelkästään laskostumisen aiheuttamien 
vaikutusten kanssa. Aminohappokohtaiset RMS-virheet olivat odotetusti suurimpia 
aminohapoilla, joiden siirtymiä on mallissa vähiten. Myös Hα-protonien aminohappokohtaiset 
R2-korrelaatiot olivat nekin kohtuullisia, välillä 0,55 – 0,87, keskiarvon ollessa 0,73. Glysiinin 
Hα-protonien huono R2-korrelaatio johtunee assignointivirheistä. 
 
Proteiinien välisissä RMS-virheissä on jonkin verran eroja etenkin silloin, kun siirtymiä ei 
jätetä mallin ulkopuolelle lainkaan (taulukko 6.6 ja kuva 6.5). Hyvä tunnusluku proteiinin 
laadun arvioimiseen on myös hylkäämisprosentti (taulukko 6.6), joka kertoo kuinka suuri osa 
proteiinin siirtymistä hylätään mallin ulkopuolelle. Osalla proteiineista tämä luku on yli 
seitsemän prosenttia, kun osalla se jää yhteen tai kahteen prosenttiin, vaikka keskimäärin luku 
on 4,3 prosenttia. Mahdollisia syitä tiettyjen proteiinien huonoihin tuloksiin on kaksi: joko 
proteiini tai sen siirtymät ovat huonosti määriteltyjä, tai proteiinissa on harvinaisia tai muuten 
vaikeasti prediktoitavia rakenteita. Jälkimmäinen on todennäköinen syy esimerkiksi 
cpSRP43:sen (PDB 1X32) tapauksessa, joka koostuu käytännössä kokonaan 
satunnaislaskostumasta. Suurilla proteiineilla kuten pyrofosfokinaasi (PDB 1HKA) ja 
lysotsyymi (PDB 1LZ1) on hieman huonommat prediktiotulokset. Pienet proteiinit kuten 
HHR23A (PDB 1DV0) ja Sda, PDB 1PV0, tai paljon tutkitut proteiinit kuten ubikitiini (PDB 
1UBQ) saivat odotetusti hyvät prediktiotulokset. Kun tietokantaa tulevaisuudessa kasvatetaan, 
voidaan huonoimmat proteiinit jättää kokonaan tietokannan ulkopuolelle, koska huonosti 
määritellyt rakenteet tai siirtymät vaikuttavat kuitenkin koko prediktion tulokseen. 
 
Prediktioalgoritmin toimivuutta kuvaa prediktiotuloksen paraneminen sen eri vaiheissa (kuva 
6.2). Normaalin kriteerin laskussa nähdään vaiheen 3. (uusien korrelaatioiden lisääminen) 
pienentävän RMS-virhettä eniten, noin 0,5 ppm. Lokaalin mallin aikana tulos paranee enää 
noin 0,2 ppm. kNN-algoritmi (katso luku 5.3.1) sen sijaan ei toimi odotetulla tavalla, sillä 
sekä viiden prosentin hylkäämiskriteerin että hylkäämättömien siirtymien laskussa tulos 
huononee sen aikana. Mahdollisia syitä tähän on useita. Tietokanta voi olla vielä liian pieni, 
jolloin kemiallisesti samankaltaisia naapureita ei löydy riittävästi. Tällöin algoritmi valitsee 
kenties liian erilaisia protoneita naapureiksi joiden siirtymä ei enää vastaakaan tutkitun 
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protonin siirtymää. Ongelmaa voi yrittää ratkaista paitsi tietokannan kokoa kasvattamalla, 
myös kNN-algoritmin parametrien optimoinnilla. Naapureita voi esimerkiksi ottaa tutkittavaa 
protonia kohti vähemmän tai tehdä naapureiden etsintä pienemmällä määrällä 
pääkomponenttivektoreita. 
 
Deskriptoriluokkien merkitys arvioitiin jättämällä aina yksi luokka pois prediktiomallista 
(taulukko 6.9). Anisotropia-luokan pois jättäminen huononsi tulosta eniten, mikä on 
ymmärrettävää koska termejä on paljon ja niiden kautta kuvataan paitsi kaikki 
sidosanisotropia, myös aromaattiset rengasvirrat. Atomityyppi, jonka kautta kaikki 
substituenttivaikutukset välittyvät, näytti olevan toiseksi tärkein deskriptoriluokka. Sen sijaan 
stereoelektronisten termien, joihin myös pääketjun torsiokulmatermit kuuluvat, huononsi 
prediktiota yllättävän vähän. Mahdollisesti pääketjun torsiokulmat tulevat kuvatuksi 
paremmin anisotropiatermien kautta kuin pelkkinä torsiokulmien arvoina. Loput termit (van 
der Waals ja coulombiset vuorovaikutukset, viereinen aminohappo, solvataatio) näyttivät 
myös melko merkityksettömiltä. Varaustermien poisjättäminen jopa paransi tulosta, vaikka 
atomin varauksen on perinteisesti havaittu selittävän suuri osa protonin siirtymästä. Yleisesti 
ottaen kaikkien termiluokkien, anisotropiaa ja atomityyppejä lukuun ottamatta, poisjättäminen 
huononsi tulosta melko vähän. Tämä kielii siitä, että mallissa on liikaa muuttujia, jolloin 
niiden poisjättäminen parantaakin tulosta. Ongelmaa voi yrittää korjata esimerkiksi 
prediktioalgoritmin threshold-arvoa (katso luku 5.3.1) muuttamalla. 
 
PERCH:n prediktiotulosta on vertailtu viimeaikoina julkaistujen 1H-prediktiomenetelmien 
(SHIFTX, Neal ym. 2003; PRSI, Wang 2004; PROSHIFT, Meiler 2003, menetelmät on 
esitelty tarkemmin luvussa 3.2.3) julkaisuissa ilmoittamiin tuloksiin taulukossa 7.1. Tämä 
vertailu ei ole toki validi, koska tuloksia ei testattu samoilla proteiineilla, ja Leave-One-Out-
validoidussa mallissamme on hylätty 6,5 % huonoimmista prediktioista. Vertailun ongelmana 
olivat myös julkaisujen vaihtelevat tavat ilmoittaa prediktiotuloksia. Muissa julkaisuissa ei 
myöskään selvästi ilmoitettu, miten paljon huonoja siirtymiä jätetään mallin ulkopuolelle: 
esimerkiksi PRSI kertoo vain jättävänsä ”epänormaalit assignoinnit, esimerkiksi 
kirjoitusvirheet”, pois mallista. Eroavaisuuksista huolimatta vertailu antaisi viitteitä siitä, että 
prediktiomme on jo nyt kilpailukykyinen muiden menetelmien kanssa. Eniten PERCH:n 
prediktion kaltainen lähiaikoina julkaistu prediktiomenetelmä SHIFTX (Neal ym. 2003) jäi 
kirjallisuuden mukaan HN-protonien prediktiossa jälkeen ja Hα-protoneissa tulos oli 
suunnilleen sama. SHIFTX:n sivuketjun protonien RMS-virheeksi on ilmoitettu 0,30 ppm, 
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kun meidän mallimme kaikkien sivuketjuprotoniluokkien validoitu RMS-virhe jää alle 
0,25 ppm HX-protoneita lukuun ottamatta. Myös PRSI (Wang 2004) ja PROSHIFT (Meiler 
2003) vaikuttivat häviävän PERCH:lle siltä osin kun niissä oli tuloksia ilmoitettu. Myös 
kvanttimekaniikkaan perustuva SHIFTS (Moon ja Case 2007) ennustaa HN-siirtymiä, mutta 
huonommin kuin muut menetelmät: RMS-virhe oli 0,63 ppm.  
 
Taulukko 7.1. Prediktiomenetelmien vertailu kirjallisuuden perusteella. 
 PERCH SHIFTX PRSI PROSHIFT 
RMS-virhe (ppm): Kaikki 1H 0.26 - - 0.3 
RMS-virhe (ppm): Hα 0.24 0.23 0.34 - 
RMS-virhe (ppm): HN 0.38 0.49 - - 
 
Tulevaisuudessa ohjelmien välisten erojen testaus tulee suorittaa validoidusti siten, että 
käytetään testissä samoja proteiineja ja samanlaisia hylkäämiskriteerejä. Alustavasti tätä 
testattiin PERCH- ja SHIFTX-ohjelmien välillä kolmella proteiinilla Hα- ja HN-protoneille 
niin, ettei yhtään siirtymää jätetty pois prediktiosta. Molempien menetelmien tuloksissa oli 
mukana tarkalleen sama määrä siirtymiä, PERCH:ssä käytetiin Leave-One-Out-menetelmää 
eivätkä proteiinit olleet mukana myöskään SHIFTX:n opetustietokannassa. PERCH saavutti 
sekä Hα-, että HN-protoneille selvästi paremmat tulokset (vähintään 20 %) kaikilla testatuilla 
proteiineilla (taulukko 7.2).  
 
Taulukko 7.2. Validi RMS-virheiden (ppm) vertailu PERCH ja SHIFTX-ohjelmien välillä.  
  Hα-protonit HN-protonit 
  PERCH SHIFTX PERCH SHIFTX 
HOP (PDB 2HI3) 0.19 0.30 0.46 0.59 
MSP (PDB 1XHH) 0.36 0.45 0.44 0.63 
PrsA PPIase (PDB 1ZK6) 0.28 0.36 0.46 0.55 
 
 
7.1.1 Prediktio 3D-rakenteen suhteen tarkasteltuna 
 
Sekundäärirakenteista satunnaislaskos on odotetusti vaikein prediktoitava kaikkia 
protoniluokkia tarkasteltaessa (kuva 6.6 ja taulukko 6.10). Sama pätee HN-protoneille, mutta 
yllättäen ei enää Hα-protoneille, jolla huonoimman prediktiotuloksen saavat β-laskoksessa 
olevat protonit. RMS-virheen ero α-kierteen ja β-laskoksen välillä Hα-protoneilla on noin 
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0,8 ppm. Vaikka β-laskostuneita siirtymiä on mallissa jonkun verran vähemmän, ei se vaikuta 
todennäköisimmältä selitykseltä huonoon prediktioon. Pikemminkin β-laskosta kuvaavia 
termejä ei ole tarpeeksi tai ne ovat huonosti määriteltyjä. Protonin sijainti proteiinin sisällä tai 
pinnalla ei yllättäen vaikuttanut prediktiotulokseen (kuva 6.7). 
 
Esimerkkikuvasta 6.8 voidaan tehdä muutamia tyypillisiä havaintoja. Proteiinin N- ja C-
terminaaleissa on usein muutamia huonoja prediktioita johtuen niiden vapaasta liikkumisesta: 
tällöin yksi rakenne prediktion pohjana ei kuvaa terminaalien konformaatioita tarpeeksi eikä 
150 ps lasku ehdi tätä liikettä tarpeeksi hyvin kuvaamaan. Samaten suurimmat 
prediktiovirheet osuvat esimerkkitapauksessamme kaikki satunnaislaskoksen alueelle. Vaikka 
näihin virheisiin löytyy usein joku edellä mainittu selitys kuten huonosti määritelty 
aromaattinen rengasvirta tai puuttuva vetysidos, ei ole yllätys että nämä ongelmat sijaitsevat 
juuri vapaammin liikkuvissa satunnaislaskostumissa. Yksi mahdollinen tapa ongelman 
korjaamiseksi olisi sivuketjujen ja mahdollisesti myös satunnaislaskostuneiksi määriteltyjen 
alueiden Metropolis-Monte Carlo -konformaatioanalyysi, jossa niiden torsiokulmia 
muuteltaisiin satunnaisesti ja kerättäisiin näin useita konformaatioita prediktiota varten. 
Toimiessaan menetelmä voisi johtaa myös rakenteen optimointiin prediktion avulla. Toinen 
mahdollisuus olisi käyttää NMR-rakenteista kaikkia julkaistuja konformaatioita yhden 
parhaan sijasta.  
 
7.2 Molekyylin liikkeen vaikutukset 
 
Molekyylin liikkeen tarkastelu ajan, neljännen ulottuvuuden, suhteen on PERCH-NMR-
ohjelmiston kemiallisen siirtymän prediktion tärkein lähtökohta. Myös tässä työssä tätä 
lähtökohtaa noudatettiin ja pyrittiin kuvaamaan proteiinien liikkeitä liuosfaasissa 
molekyylidynamiikan avulla. Valitettavasti tässä työssä molekyylidynamiikan vaikutus 
prediktiotulokseen jäi odotettua pienemmäksi (taulukko 6.11). Vaikka käyttämämme 
molekyylidynamiikkalasku on pituudeltaan lyhyt, ei sekään näyttänyt olevan syynä tulosten 
heikkouteen, sillä viisi kertaa pidempi lasku ei parantanut tulosta merkittävästi (taulukko 
6.13). Molekyylidynamiikkalaskun prediktiotuloksen tarkastelu proteiineittain (kuva 6.9) 
kertoo vaikutuksista enemmän. Osalla proteiineista (HOP, Sda, TRAP) molekyylidynamiikka 
parantaa prediktiotulosta merkittävästi, kun taas osalla proteiineista (HIV1-proteaasi, 
lysotsyymi) vaikutus on juuri päinvastainen. Molekyylidynamiikalla on siis selkeitä 
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vaikutuksia prediktiotulokseen, mutta kokonaisvaikutus näyttää keskiarvoistuvan nollaksi. 
Tapauksissa, joissa prediktio huononee dynamiikan jälkeen, on alkuperäinen malli ollut 
todennäköisesti hyvin määritelty ja dynamiikka hajottaa sen. Sen sijaan tapauksissa joissa 
prediktiotulos paranee, voidaan olettaa dynamiikan toimivan halutulla tavalla tai ainakin 
tasoittamaan malleissa olevia virheitä tai jännittyneitä rakenteita.  
 
Protoniluokittain vertailtuna HN- ja HX-protonien prediktio parani hieman 
molekyylidynamiikan ansiosta (taulukko 6.12), kaikki muut protoniluokat joko huonontuivat 
tai pysyivät samana. Myös molekyylidynamiikkalaskun pidentäminen paransi HN- ja HX-
protonien tulosta (taulukko 6.14). Merkittävistä eroista ei kuitenkaan minkään protoniluokan 
kohdalla voida puhua. 
 
Molekyylidynamiikkalaskuissa on aina jonkin verran satunnaisuutta. Tämän vuoksi 
dynamiikkamenetelmän toistettavuus prediktion kannalta testattiin laskemalla kaksi laskua 
täysin samoilla parametreillä ja vertailemalla prediktoituja siirtymiä (kuva 6.10). Näiden 
laskujen havaittujen siirtymien välinen RMS oli melko suuri, joskin pidempi lasku odotetusti 
pienensi sitä. Tämä ongelma ei kuitenkaan vaikuta näytä vaikuttavan kyseisen proteiinin 
kokonaisprediktiotulokseen merkittävästi. Kahden samanlaisen dynamiikkalaskun välinen 
RMS on kuitenkin siinä mielessä hyvä tunnusluku, että se kertoo kuinka paljon yksinomaan 
molekyylidynamiikka prediktiotulokseen vaikuttaa: vaikutus on yllämainittujen tulosten 
perusteella huomattava. Periaatteessa suuri osa prediktiovirheestä voidaan täten selittää 
epätäydellisellä molekyylin 4D-kuvauksella. 
 
Molekyylidynamiikan tuloksia ja samalla proteiinien rakenteita pyrittiin korjaamaan 
määrittelemällä laskun ajaksi proteiineille etäisyysrajoitteita. Rajoitteiden avulla ei pystytty 
parantamaan prediktiotulosta kokonaisuudessaan, mutta sillä pystyttiin kuitenkin parantamaan 
joidenkin yksittäisten proteiinien tuloksia (kuva 6.11, esimerkkitapaus taulukossa 6.15 ja 
kuvassa 6.12) siitäkin huolimatta, että malleissa olevat virheet olivat vain silmämääräisiä 
rajoitteita. Tämän vuoksi menetelmän tuloksia ei voida pitää valideina. Menetelmä oli myös 
sangen työläs, mutta mikäli se pystytään tulevaisuudessa automatisoimaan ja validoimaan, 
voidaan sen avulla hienosäätää paitsi tietokannan, myös tutkimuskohteina olevien proteiinien 
rakenteita. 
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Targeted MD-laskun tarkoituksena oli todistaa proteiinin rakenteen laadun ja 
prediktiotuloksen välinen korrelaatio. Vertailu proteiinin hajotuslaskun RMSD-arvoon (kuva 
6.13) osoittautui hankalaksi koska RMSD ei välttämättä anna oikeaa kuvaa proteiinin 
todellisesta hajoamisesta. Kuvassa 6.13 on todennäköisesti laskun puolenvälin (RMSD = 
10 Å) jälkeen yksi proteiinin silmukkarakenteista jatkanut etääntymistään lähtörakenteesta, 
jolloin RMSD on kasvanut edelleen huomattavasti mutta muu proteiini pysynyt ehjänä. 
Lisäksi kyseisen laskun ongelmana on että käytetyt rakenteet olivat yksittäisiä minimoituja 
konformaatioita, jolloin prediktioon saattoi periaatteessa joutua todellista parempia rakenteita. 
Kun lasku tehtiin vertaamalla RMS-virhettä natiivien konformaatioiden määrään ja kun lasku 
oli tehty ottamalla hajotuslaskusta pidempi osuus prediktiota varten, saatiin korrelaatiosta 
selvästi parempi (kuva 6.14).  
 
 
7.3 NMR- ja kiderakenteiden vertailu 
 
Röntgenkristallografialla määritetyt proteiinirakenteet antoivat NMR-rakenteita paremman 
prediktiotuloksen. Tämä oli odotettavissa kiderakenteiden paremman resoluution takia, vaikka 
NMR-rakenteiden väitetäänkin kuvaavan liuosrakennetta paremmin. Myös kiderakenteissa 
mukana olevat kidevedet voivat parantaa niiden tuloksia etenkin käytettäessä eksplisiittistä 
vesimallia. Kiderakenteet olivat parempia myös jokaisessa protoniluokassa aromaattisia 
protoneita lukuun ottamatta (kuva 6.15). Tämä selittyy mahdollisesti aromaattisten renkaiden 
erilaisesta pakkautumisesta kide- ja NMR-rakenteissa. Proteiineittain vertailtuna kaksi 
kymmenestä NMR-rakenteesta sai paremman prediktiotuloksen kuin vastaava kiderakenne 
(kuvat 6.16a ja 6.16b). Koko 29 proteiinin tietokantaa tarkasteltaessa kiderakenteet eivät 
olleet selvästi parempia kuin NMR-rakenteet, etenkin kun normaali hylkäämiskriteeri oli 
käytössä (kuva 6.5). Voidaankin sanoa, että molempia rakenteita on turvallista käyttää 
prediktiotietokannassa. Hyvänä esimerkkinä tästä toimii troponiini C, jonka NMR- ja 
kiderakenteiden pääketjut ovat päällekkäinaseteltu kuvassa 7.1. Huolimatta siitä että 
rakenteiden välinen RMSD on 2,96 Å, saa kiderakenne paremman prediktiotuloksen (kuvat 
6.16a ja 6.16b). Tämän perusteella voidaankin sanoa, että kiderakenteen parempi resoluutio 
vaikuttaa prediktiotulokseen enemmän kuin NMR- ja kiderakenteiden mahdolliset erot, tai 
että kiderakenteissa lokaalit rakenteet ovat paremmin määriteltyjä. 
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Kuva 7.1. Troponiini C:n NMR-rakenteen (harmaa, PDB 1BLQ) ja kiderakenteen (musta, PDB 1TOP) 
pääketjun atomien päällekkäinasettelu. Kuva on tehty PyMOL-ohjelmalla (http://pymol.sourceforge.net/). 
 
Testi, jossa NMR-rakenteiden kaikkia julkaistuja konformaatioita (katso kuva 2.6) käytettiin 
prediktiotietokantana, ei tuottanut hyviä tuloksia. Tulos oli samanlainen jokaisen testissä 
olleen proteiinin kohdalla (kuva 6.17). Menetelmän ongelma on, että julkaistut konformaatiot 
eivät ole tasapainossa keskenään, vaan osa on parempia ja osa huonompia. Menetelmää voisi 
kehittää tekemällä molekyylidynamiikkalasku jokaiselle konformaatiolle erikseen ja suorittaa 
prediktio niiden perusteella. 
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7.4 Yhteenveto 
 
Alla on listattu tämän opinnäytetyön tuloksista tehdyt tärkeimmät johtopäätökset: 
1.  Yli 60 % siirtymistä prediktoituu alle 0,2 ppm virheellä, mikä on tyydyttävä tulos. 
Leave-One-Out-validointi ei huononna prediktiotulosta hälyttävästi. 
2.  HN-protonien prediktio on selkeästi huonoin, johtuen niiden lähes 100 % 
riippuvuudesta proteiinin laskostumisesta sekä rakenteissa huonosti määritellyistä 
aromaattisista rengasvirroista ja vetysidoksista. 
3.  Malli korreloi kohtuullisesti (R2 ≈ 0,7) myös silloin kun prediktiotulos riippuu 
pelkästään laskostumisesta (aminohappokohtainen vertailu). 
4.  Prediktiotulos on kilpailukykyinen muiden viimeaikoina julkaistujen menetelmien 
kanssa. Alustavassa vertailussa tulokset olivat vähintään 20 % parempia verrattuna 
SHIFTX-ohjelmaan (Neal ym. 2003). 
5.  Proteiinikohtaiset tulokset vaihtelevat huomattavasti. Proteiinikohtainen RMS-virhe 
kertoo proteiinimallien laadusta. Pienet proteiinit saivat odotetusti hyviä tuloksia, 
suuret tai epäsäännöllisesti laskostuneet huonompia. 
6.  Molekyylin liikkeen huomioiminen molekyylidynamiikan avulla vaikuttaa 
prediktiotuloksiin jopa huomattavasti, mutta ei aina halutulla tavalla. Toistettavuuskoe 
osoitti molekyylidynamiikan aiheuttavan prediktiotulokseen jopa 0,15 ppm RMS-
hajonnan. 
7.  Proteiinimallien korjaaminen rajoitteilla parantaa joidenkin proteiinien 
prediktiotuloksia, mikä kielii malleissa olevista virheistä. Tämä rohkaisee kehittämään 
tulevaisuudessa automaattista prediktioon perustuvaa proteiinimallien 
hienosäätömenetelmää. 
8.  Kiderakenteet ovat jonkin verran NMR-rakenteita parempia, mahdollisesti johtuen 
paremmasta lokaalien rakenteiden kuvauksesta. NMR-rakenteet eivät ole erityisen 
hyviä, vaikka niiden olettaisi antavan paremman kuvan liuosrakenteesta. Molemmat 
ovat kuitenkin käyttökelpoisia prediktiomallissa. 
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Prediktiotuloksen parantaminen tulevaisuudessa vaatii työtä lähes kaikilla prediktion osa-
alueilla. Tietokantaa on kasvatettava niin pitkään, että tulos ei enää merkittävästi parane 
kasvattamisen myötä. Tässä kohdassa on tärkeintä seurata Leave-One-Out-laskun tuloksia ja 
pyrkiä saamaan sen ja tavallisen laskun välinen ero mahdollisimman pieneksi. Tietokannan 
kasvattamisen myötä voidaan myös huonoimpia proteiinimalleja poistaa tietokannasta 
kokonaan, sillä huonosti määritellyt rakenteet tai siirtymät vaikuttavat kuitenkin koko 
prediktiotulokseen. Tietokantaan voisi myös lisätä kunkin aminohapon siirtymät lyhyissä 
GGXGG-tyyppisissä peptideissä, jolloin satunnaislaskostuman siirtymille saataisiin paremmat 
perusarvot. 
 
Molekyylidynamiikka ei toimi vielä halutulla tavalla, sillä sen käyttö ei parantanut tuloksia 
ollenkaan. Sillä oli kuitenkin laskuun selkeitä vaikutuksia, kuten voidaan nähdä 
proteiinikohtaisesta vertailusta (kuva 6.9) tai toistettavuustestistä (kuva 6.10). 
Molekyylidynamiikkalaskun parantamiseksi on lukuisia mahdollisuuksia. Mahdollisesti 
atomivaraukset olisi hyvä siirtää prediktioon jo molekyylidynamiikkalaskusta, etenkin jos 
tulevaisuudessa siirrytään käyttämään polarisoituvaa molekyylidynamiikkavoimakenttää, 
jolloin atomien varaukset riippuisivat myös niiden avaruudellisista naapureista. Laskun 
pituutta ja muita parametreja tulee myös testata prediktiotuloksen parantamiseksi. 
Tulevaisuudessa on tarkoitus myös testata muita molekyylidynamiikkamenetelmiä, 
esimerkiksi laskuja implisiittisellä vesimallilla tai sivuketjujen konformaatioiden etsimistä 
Metropolis-Monte Carlo-algoritmilla. Toisaalta, menetelmän käytettävyyden kannalta on toki 
hyvä asia, että menetelmä antaa hyvän tuloksen myös ilman raskaita 
molekyylidynamiikkalaskuja.  
 
Prediktioalgoritmissä on myös parantamisen varaa. Huolellinen deskriptoritermien määrän 
optimointi ja merkityksettömien termien pois jättäminen voisi parantaa prediktiota 
huomattavasti. Mallia voisi myös eriyttää lisää lisäämällä sinne sekundäärirakennetyyppiä 
kuvaavan termin. Lisäksi kNN-menetelmä tulisi saada toimimaan niin, että se parantaisi 
prediktiotulosta huonontamisen sijaan. 
 
Tämän työn tärkeimpänä saavutuksena ei kuitenkaan ole prediktiotulos, vaan perustan ja 
menetelmien luonti jatkokehitystä varten. Tässä onnistuttiinkin hyvin: työn aikana 
ohjelmoitiin apuohjelmat proteiinimallien automaattista käsittelyä varten sekä tietokannan 
rakentamisen, molekyylidynamiikan että geometristen parametrien laskemisen aikana. Koska 
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käytössä on useita erillisiä ohjelmia, niiden keskinäisen tiedonsiirron mahdollistavien 
ohjelmien tekemiseen kului paljon aikaa. Myös prediktioalgoritmia ja deskriptoreita piti 
muokata huomattavasti, koska lähtökohtana oli hyvin erilainen pienille molekyyleille 
tarkoitettu prediktioympäristö. Yleisesti ottaen työn aikana onnistuttiin kehittämään toimiva 
prediktiomenetelmä proteiinien protonien kemiallisille siirtymille, jonka uutena 
ominaisuutena aiemmin julkaistuihin menetelmiin verrattuna on molekyylin kuvaaminen 
neliulotteisesti: muissa menetelmissä ei ole käytetty molekyylidynamiikkaa prediktion apuna 
näin laajassa mittakaavassa.  
 
Tulevaisuudessa seuraavina tutkimuskohteina on 1H-prediktion kehittämisen ohella 13C- ja 
15N-siirtymien prediktiot. Nämä siirtymät ovat jo nyt mukana tietokannassa. Siinä vaiheessa, 
kun kaikkien näiden NMR-ydinten prediktio saadaan riittävän hyvälle tasolle, voidaan ryhtyä 
kehittämään siihen perustuvia sovelluksia. Etupäässä kiinnostuksen kohteena on 
automaattinen prediktioon perustuva proteiinirakenteiden arviointi- ja hienosäätömenetelmä. 
Tällainen menetelmä, etenkin toimivaan molekyylidynamiikkaprotokollaan yhdistettynä, 
antaisi proteiinin rakenteista sellaista tietoa mitä ei tavallisista NOE- ja 
kytkentävakiomäärityksistä saada. Myös proteiinin vuorovaikutuksiin ja proteiinin liikkeiden 
tutkimiseen liittyvät sovellukset ovat mielenkiintomme kohteita. Tällaisia sovelluksia ovat 
esimerkiksi sitoutuneen ligandin tunnistus tai sen orientaation määritys prediktion avulla, tai 
proteiinin vapaassa liikkeessä olevien alueiden tunnistus.  
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